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緒論
　生体中に存在する酸化物質と抗酸化物質の活性は、生体の恒常性維持のために、一定の
バランスが保たれている。しかし、酸化物質と抗酸化物質のバランスが崩れ、酸化物質が
過剰な酸化ストレス状態1）になると、動脈硬化2）や発がん3・4）、生活習慣病5’6）など、さまざ
まな病態を引き起こす。同様に、窒素化物質が過剰に存在すると、窒素化ストレス状態を
引き起こし、発がんなどを惹起する7’8）。そのため、生体内の酸化および窒素化ストレス状
態を正確に把握することは、健康状態の評価に有用であると考えられる。
　一方、生体内には核酸、タンパク質、脂質など多くの機能性高分子が存在し、その種類・
役割は多種多様である。これらの化合物のほとんどは酵素などによって生体内で作り出さ
れる化合物であり、生体を構成するのに重要な物質である。核酸を構成する含窒素塩基は
アデニン、グアニンといったプリン塩基と、シトシン、チミンといったピリミジン塩基の
誘導体がある。また、RNAから合成される各種タンパク質およびアミノ酸は、生体内構成
成分としてさまざまな役割を果たしている。酸化および窒素化ストレス状態になると、活
性酸素種（ROS）および活性窒素種（RNS）など、さまざまな活性種が生体内で産生され、
DNAやタンパク質などの構成成分の酸化および窒素化修飾などが引き起こされる9’lo）。酸
化および窒素化修飾を受けた生体成分は、ROSおよびRNSの痕跡を残す特異的な現象を
惹起し、酸化および窒素化ストレスマーカーとして生体内から検出されるll’12）。そのため、
酸化および窒素化ストレスマーカーを測定することは酸化および窒素化ストレスの関与を
検討する上で最も重要な手掛かりとなる。
　酸化および窒素化ストレスは、それぞれ前述のようにROSおよびRNSによって惹起さ
れ、生体成分に影響を与えることでさまざまな疾病を引き起こすことから、これらを評価
できるバイオマーカーについての研究が数多く報告されるようになった13’16）。しかし、酸
化および窒素化ストレスによって生成される化合物が多種にわたるため、ROSおよびRNS
を評価できる有用なバイオマーカーは確立されていない。
　本研究では、生活習慣が酸化および窒素化ストレス産生に及ぼす影響を評価するために、
酸化物質と抗酸化物質に着目し、加v加o、」ηvjvoで酸化および窒素化ストレス状態の評価
が可能な高感度・選択的な生体内バイオマーカー分析法の構築を行った。
　第1章では、酸化および窒素化ストレス状態を評価する基礎研究として、酸化物質であ
るROSの代表物質としてヒドロキシルラジカル（°OH）の測定、　ROSによって影響を受け
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
る生体成分であるDNAおよびアミノ酸の類縁化合物を、更に、抗酸化物質のチオール化
合物を測定対象とした分析法の開発をそれぞれ検討した。
　第2章では、生活習慣がROSおよびRNSの生成に関わる要因として、食品中の化学物
質の複合反応に着目し、第1章で構築した分析法を用いてゴηvJヵoでROSおよびRNSの産
生量について評価した。
　第3章では、酸化および窒素化ストレスを評価する簡便なスクリーニングを行うために
血液に代わる新たな臨床検体材料であり、非侵襲的に採取が可能である唾液試料の分析法
を検討し、第1章で有用性が確認された還元型グルタチオン（GSH）および酸化型グルタ
チオン（GSSG）の測定を試みた。
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第1章　　酸化および窒素化ストレス状態を評価する
　　　　　生体内バイオマーカーの分析法の開発
第1－1節　　序論
　生体中には酸化物質と抗酸化物質が存在しており、それぞれの活性は、生体の恒常性維
持のために、一定のバランスが保たれている1）。そのため、ミトコンドリア内で産生され
る少量のROSは抗酸化物質によって直ちに無毒化される。しかし、酸化物質と抗酸化物質
のバランスが崩れ、酸化物質が過剰な酸化ストレス状態になると、産生された過剰なROS
を除去することができず、発がんや生活習慣病など、さまざまな病態を引き起こすことが
報告されている2－6）。同様に、窒素化物質が過剰に存在することは、窒素化ストレス状態を
引き起こし、発がんなどを惹起する7β）。
　生体内には核酸、タンパク質、脂質など多くの機能性高分子が存在し、生体内で産生さ
れるROSおよびRNSなどによって、酸化および窒素化修飾を受け易くなる9’lo）。すなわ
ち、酸化および窒素化修飾を受けた生体成分は、ROSおよびRNSのカスケードとして痕
跡を残していくので、生体内から検出されるこれらの物質を酸化および窒素化ストレスマ
ーカーとして測定することは、酸化および窒素化ストレスの関与を検討する上で最も重要
な手掛かりとなり、更には健康状態の評価に有用であると考えられる11’12）。
　酸化および窒素化ストレスは、それぞれROSおよびRNSによって惹起され、生体成分
に影響を与えることでさまざまな疾病を引き起こすことから、これらを評価できるバイオ
マーカーについての研究が数多く報告されてきた13’16）。しかし、酸化および窒素化ストレ
スによって生成される化合物が多種にわたるため、ROSおよびRNSを評価できる有用な
バイオマーカーは確立されていない。
　本研究では、酸化物質であるROSの代表物質として゜OH、更に、　ROSおよびRNSによ
って影響を受ける生体成分であるDNAおよびアミノ酸を、また、生体内抗酸化物質とし
て反応性の高いチオール化合物を測定対象とした分析法の開発をそれぞれ試みた。
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第1－2節　　　スピントラッピング剤にPOBNを用いた電子スピン共鳴法による
　　　　　　ヒドロキシルラジカル測定法の開発
　ROSの生成を評価する方法として、現在までにさまざまな方法が報告されている17’18）。
その中でも電子スヒ゜ン共鳴装置を用いた方法（ESR）はラジカルを直接測定できることか
ら、信頼性の高い方法と考えられる。そこで、汎用性の高いスピントラッピング剤である
5，5－Dimethy1－1－pyrroline－」V－oxide（DMPO）を用い、’OHを測定した。　Dimethyl　sulfoxide
（DMSO）が存在する反応系に’OHが発生していた場合、　Scheme　lに示す通り、メチルラ
ジカル（°CH3）が発生する。　Figure　1に示すようにDMPO－OHアダクトでは、超微細結合
定数　αN＝αH＝1．49mTの4本線のESRスペクトルが観測される。また、　DMPO－CH3アダ
クトでは、超微細結合定数　αN＝159mT、αH＝2．16　mTの6本線のESRスペクトルが観
測される19）。超微細結合定数は、ESRで測定できるパラメーターの一つであり、超微細構
造によって分かれた分裂幅を示す定数である（Table　l）。
　ESRによる測定の結果、　Figure　2に示すとおり、DMPOに銅イオンを添加することで、
°OHの生成が認められたが、　DMSOを併用した場合、　DMSO由来の’CH3の生成を確認する
ことができなかった。すなわち、DMPOは銅イオンと反応することで、°OHに類似したス
ペクトルを描写するため、°OH生成量の評価が困難であることが分かった。
　そこで、スピントラッピング剤にα一（4－Pyridy1－1－oxide）－1V一τ〆－butylnitrone（POBN）を用
いた方法を検討した。この方法はScheme　lで示した通り、発生した’OHがDMSOと反応
することで生成する’CH3をPOBNで補足し、測定する方法である。このPOBN－CH3アダク
トでは、超微細結合定数　αN＝1．59mT、αH＝0．28　mTの6本線のESRスペクトルが観測
される20）。既存の方法であるDMPO－OHアダクトとPOBN－CH3アダクトのシグナル強度比
を比較したところ、ともに゜OHの発生量に比例してシグナルが増加し、シグナル強度比に
相関性が認められた。これらの結果から、本法は、銅イオンの影響を受けない、DMPOに
代わる’OHの測定法として活用できることが判明した（Figure　3）。
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Scheme　l　Reaction　overviews　ofDMPO－OH，　DMPO－CH3　and　POBN－CH3
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Figure　l　ESR　spectra　ofDMPO－OH，　DMPO－CH3　and　POBN－CH3
Table　l　　Hyperfine　coupling　constants　of　spin　adducts
Adduct　　　　　　　　　　oしN　　　　　　　　　oしH
DMPO－OH　　　　1．49　　　　1．49
DMPO－CH3　　　1．59　　　　2．16
POBN－CH3　　　　1．59　　　　　0．28
（mT）
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　（A）DMPO　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（B）POBN
　　Mn2＋　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Mn2＋　　　　Mn2＋　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Mn2＋
Control　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Control
Control＋DMSO　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Control＋DMSO
Control＋Cu2＋　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Control＋Cu2＋
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－
Control＋Cu2＋＋DMSO　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Control＋Cu2＋＋DMSO
Control＋Fe3＋　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Control＋Fe3＋
Control＋Fe3＋＋DMSO　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Control＋Fe3＋＋DMSO
332　　　　　　　334　　　　　　　336　　　　　　　338　　　　　　　340　　　　　　　　　　　　332　　　　　　　334　　　　　　　336　　　　　　　338　　　　　　　340
　　　　　　　　　　　　Field（mT）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Field（mT）
Figure　2　ESR　spectra　f士om　the　reaction　of　spin　trapping　reagent　with　DMSO　in　presence　of　a
　　　　　　　　　　metal　ion
　　　　　　　　　　（A）DMPO　and（B）POBN．
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志
⊂　12．0
Σ
、工OO　8・o
Σ0
　　　　4．0
0．0
oρ　　　　　　　　5．0　　　　　　　10．0　　　　　　　15．0　　　　　　　20．o
POBN－CH3／Mn2＋
Figure　3　Comparison　of　ESR　spectra　between（A）DMPO－OH　and（B）POBN－CH3（upper）
　　　　　　　　　Correlation　of　DMPO－OH　and　POBN－CH3　signal（bottom）．
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第1－3節　　高速液体クロマトグラフィー／紫外吸光光度検出／電気化学検出を用いた
　　　　　　dGおよび8－OHdGの測定
　ROSによる酸化ストレスの増大は核酸の酸化障害を惹起することから、老化や各種疾患
との関連が示唆されている。デオキシグアノシン（dG）はDNAの4種類の塩基のうち最
も酸化還元電位が低いため、ROSによる酸化を受けやすいことが知られている。8一ヒドロ
キシー2’一デオキシグアノシン（8－OHdG）はROSによりdGの8位が酸化されて生じる酸化
物であり、酸化ストレスの評価として、有用なバイオマーカーである。
　生体への影響を検討するため、高速液体クロマトグラフィー／紫外吸光光度検出／電気化
学検出（HPLC／UV／ECD）を用いたDNA酸化的損傷の評価法の構築を行った。DNAの抽出・
前処理操作はIshiiら21）の方法を参考にして検討した（Scheme　2）。第1－2節のFigure　2で
示した通り、溶液中に鉄が存在することで、微量の’OHが産生されることが明らかとなっ
ている。産生した゜OHはdGと反応することで8－OHdGに変化するため、測定値に影響を
与えることが考えられた。そこで、本実験系では試料溶液中に微量に含まれる鉄を除去す
る目的で、酢酸緩衝液（pH　4．8）に鉄のキレート剤であるデフェロキサミンを加えること
とした。その結果、dGの自動酸化を防ぐことが可能となり、信頼性の高い測定値を得るこ
とが可能となった。
Calf　thymus　DNA　2　mg／mL250μL　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Dried　DNA
＋PBS（一）　　　　　　　750μL　　　Washing　40％isopropanol　1・O　mL　　　＋1mM　deferoxamine　mesylate
　　　　　↓一・・…一　　↓一一…・；3＝宥麟瓢　
Add＝1＝，．L　－。・＿一　　　↓一…
　　　　　　10，000g，10。c，5m旧　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＋1．O　M　Tris－HCI　buffer（pH　8．0）20μL
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＋1000units／mLalkaline　phosphatase　5μL　　↓　　　 ↓
Remove　the　supernatant　　　　　　　Washing　70％ethanol　1．O　mL
　　　　　↓　　　　↓一一・…
Washing　isopropanoU．O　mL　　　　　Remove　the　supernatant
　　　　　↓一一　　　↓
Remove　the　supernatant　　　　　　　　Vacuum－dried（extracted　DNA）
　　　　　↓　　　　1
Scheme　2　DNA　digestion　and　determination　of　dG　and　8－OHdG
　　↓一・・…
3，000NMWL　61ter
　　↓一　5…
HPLCIUVIECD
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第1－4節　　液体クロマトグラフィー／蛍光検出によるチロシン類縁化合物の測定
　生体試料中のパラチロシン（ρ一Tyr）は液体ク1コマトグラフィーやガスクロマトグラフィ
ーにより分離し、質量分析計（MS）22）、タンデム質量分析計（MS／MS）23’24）で測定する方
法が報告されている。しかし、ROSにより生成されるオルトチロシン（o－Tyr）およびメタ
チロシン（〃2－Tyr）、RNSにより生成されるニトロフェニルアラニン（4－NP）およびニトロ
チロシン（3－NT）はρ一Tyr、フェニルアラニン（Phe）と比較し、生体内に極微量で存在し
ていると考えられる。これら化合物を測定するためには、生体試料中に存在する他の爽雑
物と分離を行い、高感度・選択的に検出する必要がある。
　MSは分子量で測定を行うことから、他の検出器と比較して、選択性の高い分析法であ
る25・26）。しかし、MSで生体試料など複雑なマトリクスが存在する試料を測定する場合、
イオン化を行うインターフェイス部においてエネルギーの分散が起こり、イオン化抑制と
言われる現象が起こる27）。この現象によって、標準品と実試料をそれぞれ測定した場合、
イオン化強度に大きな差が生じ、精度の高い分析が困難となる。そのため、MSで精度の
高い定量を行うためには、実試料の前処理を十分に行うとともに、安定同位体でラベル化
された物質（サロゲート物質）によって補正をかけて測定を行う必要がある28・29）。しかし、
サロゲート物質は同位体元素を用いて合成を行うため、市販されていないことが多い。
　本研究では、MSに代わる高感度・選択性の高い蛍光検出器を用い、　ROSおよびRNSが
タンパク質およびアミノ酸へ及ぼす影響を評価するため、ROSと生体内のPheが反応して
生じるo－Tyr、〃2－Tyr、また、　RNSとの反応で生じる4－NPおよび3－NT（Figure　4）の同時分
析法の構築を行った。
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O　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O
Phenylalanine（Phe）　　　　　　　・OH　　　　lyrosine（ρ・Tyr）　　　　　　　　　　　　　3・Nitrotyrosine（3－NT｝
O
ONOO　　　　　　　　　　　　　1ク　　　塒
　　　　　　　　　　　’OH　　　　m・Tyrosine（m・Tyr）
　　　　　O　　　　　　　　　　　　　　　OH　　　　　　　O
1》塒゜H　l》塒゜H
q2N
　4■Nitrophenylalanine（4■NP）　　　　　　　　　o．Tyrosine（o■Tyr）
Figure　4　　Chemical　structures　of　phenylalanine，　tyrosine　and　their　hydroxylated　and　nitrated
　　　　　　　　　　compounds
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第1－4－1項　　各種蛍光誘導体化の比較検討
　アミノ酸は非常に極性が高く、そのままでは逆相クロマトグラフィー（RPC）で保持さ
せることができない。また、アミノ酸自身は紫外・可視領域に特定の吸収や蛍光も持たな
いことから、高感度な分析は困難である。そのため、必須アミノ酸などは、蛍光誘導体化
を行い、蛍光検出器で測定する方法が報告30“32）されている。しかし、ROSおよびRNSに
よって産生されると考えられる、o－Tyr、〃2－Tyr、4－NPおよび3－NTの蛍光誘導体化に関す
る詳細な報告はされていない。そこで本研究では、水酸化およびニトロ化が蛍光強度に与
える影響を調べるとともに、測定対象物質の極性を低下させ、且っ、蛍光を持たせること
を目的に、さまざまな蛍光誘導体化試薬を比較検討した（Figure　5およびTable　2）。蛍光誘
導体化試薬を比較検討したところ、4－（1V，N－Dimethylaminosulfonyl）－7－nuoro－2，1，3－
benzoxadiazole　（　DBD－F　）　、　9－Fluorenylmethyl　chlorofbrmate　（　Fmoc－Cl）　、
2，3－Naphthalenedialdehyde（NDA）およびo－Phthalaldehyde（OPA）を使用した場合、4－NP
および3－NTは発蛍光性を持たなかったため、蛍光検出器による高感度な分析が達成でき
なかった。しかし、4－Fluoro－7－nitro－2，1，3－benzoxadiazole（NBD－F）を蛍光誘導体化試薬と
して用いた場合、全ての測定対象物質を発蛍光物質に誘導体化することができ、良好な感
度を得ることができた（Table　2およびFigure　6）。そこで、　NBD－Fの誘導体化最適条件を
検討したところ、チロシン類縁化合物は50mMリン酸塩緩衝液（pH　9．0）を用いた場合、
誘導体化試薬の濃度は10mMで反応時間が5分間で完了し、反応が速やかに進行した
（Figure　7）。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HO　　　　　　　　O　　　　　　　　O
F　　　　　　　　　　　　　　　　CI㌔　　　　　　　　　　ク　　　　　グ
㌔　H3C°ク”°　＼ノ∠l　　　　　　　l
、s／　　　　＼　　　　Cl　　　　　　COOHN 　 　 H3C　 　 　 N　　　　　 　 　　 　 ク
sq・N｛C噛｝・　　　　　　　　0　　　　　＼
DBD・F　　　　　　　　　　　　　DMEQ・COCl
　　NCS
FITC・1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　F　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o　　　　　　　　　　　　　　O
グ
＼　　　　　1ク　　　＼　ΣN／　　　　＼　　！ク　　　　　　　ノ
　　　　　　　　CH20COCI　　　　　　　　　NO2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　　　　　　　0
　　　　　　Fmoc．Cl　　　　　　　　NBD・F　　　　　　　　　　　　NDA　　　　　　　　　　　　OPA
Figure　5　　Chemical　structures　ofFL　reagents
Table　2　　0ptimum　reaction　conditions　and　comparison　of　LOD　of　hydroxylated　and　nitrated
　　　　　　　　　compounds　with　FL　reagents
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Wavelength（nm）　　　　　LOD（nM）（S／N＝3）
FL　reagent　　　　Reaction　condition　　　　　Ex　　　　Em　　　　　　Phe　　　4－NP　　　ρ一Tyr　　　（トTyr　　m」Tyr　　　3－NT
DBD－F　　　　　　50　mM　PBS（pH　10）　　　　468　　　　535　　　　　690　　　　531　　　422　　　1298　　　　355　　　1166
　　　　　　　　　　60°C，3h
DMEQ－COCI　　50　mM　PBS（pH　10）　　　　408　　　　478　　　　　　1．0　　　　9．9　　　　10．3　　　50．6　　　　10．1　　　60．3
　　　　　　　　　　37°C，10min
FITC－1　　　　　　50　mM　PBS（pH　10）　　　　442　　　　520　　　　　89．7　　　　150　　　88．9　　　90．8　　　89．4　　　　523
　　　　　　　　　　60°C，2h
Fmoc－Cl　　　　　50　mM　PBS（pH　12）　　　　265　　　　313　　　　　　5．0　　　6952　　　　23　　　　　1．6　　　　1．7　　　　927
　　　　　　　　　　37°C，1h
NBD－F　　　　　　50　mM　PBS（pH　9）　　　　470　　　　540　　　　　　1．2　　　　2、2　　　15．6　　　26．1　　　68．1　　　13．7
　　　　　　　　　　60°C，5min
NDA　　　　　　　50　mM　PBS（pH　10）　　　　401　　　464　　　　　　5．O　　　N．D．　　　5．0　　　28．5　　　24．8　　　N．D．
　　　　　　　　　　37°C，30min
OPA　　　　　　　50　mM　PBS（pH　10）　　　　340　　　　450　　　　　101　　　N．D．　　　80．9　　　3544　　　87．4　　　N．D．
　　　　　　　　　　37°C，1h
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Figure　6　　UV　and　FL　chromatograms　fbr　determination　of　hydroxylated　phenylalanine　and
　　　　　　　　　　nitrated　tyrosine（50μM）products　with　derivatization　by　several　reagents
　　　　　　　　　　The　derivatized　standards　were　separated　with　a　CAPCELL　PAK　C　18MGII（150×2．O
　　　　　　　　　　mm，3μm）and　a　gradient　mobile　phase　consisting　of20　mM　sodium　phosphate　buffer
　　　　　　　　　　（pH　7．0）（solvent　A）and　acetonitrile（solvent　B）．　A　gradient　program　was　used
　　　　　　　　　　according　to　the　following　profile：0－50　min，10－60％B．
　　　　　　　　　　（A）DBD－F，（B）DMEQ－COCl，（C）FITC－1，（D）Fmoc－Cl，（E）NBD－F，（F）NDA　and
　　　　　　　　　　（G）OPA．
　　　　　　　　　　（a）　Phenylalanine，　（b）　4－nitrophenylalanine，　（c）　ρ一tyrosine，　（d）　刀2－tyrosine，　（e）
　　　　　　　　　　o－tyrosine　and（f）3－nitrotyrosine．
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Figure　7　　Effect　of（A）pH　ofreaction　bu脆r，（B）concentration　ofNBD－F　and（C）reaction　time
for　derivatization
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第1－4－2項　　LC測定条件の最適化
　NBD－F誘導体の蛍光強度やLCにおける保持時間は、移動相のpHの影響を受けること
が知られている33）。そこで、移動相のpHが測定対象物質の感度および分離に与える影響
を調べるために、pHを3～7の範囲で検討した（Figure　8）。その結果、　pHが低下するに従
い、面積の増加が認められた。しかし、pHを下げることによって、一部の化合物にっいて
は、カラムへの保持が強くなることでシグナルの高さが減少し、測定感度の低下を招いた。
この結果を踏まえ、本研究では20mMリン酸塩緩衝液（pH　3．0）とアセトニトリルを移動
相として選択し、グラジェント操作によって相互分離を達成した。
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Figure　8　　Effbct　of　mobile　phase　pH（2．5－7．0）on　separation　ofanalytes
　　　　　　　　　　Chromatographic　separation　was　achieved　with　a　CAPCELL　PAK　C　18　MGII（150×
　　　　　　　　　　2．O　mm，3μm）and　a　gradient　mobile　phase　consisting　of　20　mM　sodium　phosphate
　　　　　　　　　　buffer（solvent　A）and　acetonitrile（solvent　B）．　A　gradient　program　was　used
　　　　　　　　　　according　to　the　fbllowing　profile：0－5　min，20－30％B；and　5－40　min，30％B．
　　　　　　　　　　（a）Phenylalanine（0．1μM），（b）4－nitrophenylalanine（0．1μM），（c）ρ一tyrosine（1μM），
　　　　　　　　　　（d）〃2－tyrosine（1μM），（e）o－tyrosine（1μM）and（f）3－nitrotyrosine（1μM）．
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第1－4－3項　　固相抽出法による前処理方法の検討
　生体試料として選択した血清中には測定対象物質以外に多量のアミノ酸が含まれている
34）ことから、爽雑物の影響を大きく受けると考えられた。そこで、精製を目的とした生体
試料の前処理方法として、Waters社製Oasis⑧HLBおよびMCXを用いた固相抽出法を検討
した。Oasis⑧HLBを用いたところ、ρ一TyrはHLBカートリッジに保持されず、良好な回収
率が得られなかった。しかし、逆相一陽イオン交換系カートリッジであるOasis⑧MCXを検
討したところ、目的物質をカートリッジに保持させることが可能となった。
　固相抽出条件として、洗浄溶媒および溶出溶媒を比較検討した。Figure　9に示す通り、
pHおよび塩濃度を高くするに従い、回収率の低下が認められた。そのため、洗浄溶媒は
10mMリン酸塩緩衝液（pH　6．0）、溶出溶媒を50　mMリン酸塩緩衝液（pH　ll．0）に設定し
た。この条件で添加回収試験を行ったところ、回収率は93．9～110．5％と良好な結果を得る
ことができた。
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Figure　9　　0ptimization　ofwash　conditions£or　solid－phase　extraction
　　　　　Washing　solvents　were　prepared　with　sodium　phosphate　buffer．
　　　　　N．D．；Not　determined．
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第1－4－4項　　分析法バリデーション
　構築した分析法の妥当性を評価するために、FDAで推奨されている分析法バリデーショ
ン35）に従い、検出限界（MDL）、定量限界（MQL）、真度および精度を求めた。　MQLは4－NP、
m－Tyrおよび3－NTで0．1μMと高感度な分析法が構築できた（Table　3）。また、検量線範囲
内で良好な直線性が得られ、真度、精度ともにRSDが15％以内と再現性の高い分析法が達
成された（Table　4）。
Table　3　　Method　validation　results　of　phenylalanine，　tyrosine　and　their　hydroxylated　and
　　　　　nitrated　compounds
Analyte　　Detector　　Calibration　range　　　MDL★　　　MQじ★　　　r
　　　　　　　　　　　　　　　　　（μM）　　　　（μM）　　　　（μM）
Phe　　　　　　　UV　　　　　　　　　　10－1000　　　　　　　3　　　　　　10　　　　0．9999
4－NP　　　　　　　FL　　　　　　　　　　　O．1－10　　　　　0．03　　　　　　0．1　　　　0．9999
ρ一Tyr　　　　　　　UV　　　　　　　　　　　10－1000　　　　　　　　3　　　　　　　10　　　　　0．9999
m－Tyr　　　　　　　FL　　　　　　　　　　　　O．1－10　　　　　　0．03　　　　　　　0．1　　　　　0．9999
0－Tyr　　　　　　　　FL　　　　　　　　　　　　　1－100　　　　　　　0．3　　　　　　　　1　　　　　0．9999
3－NT　　　　　　　FL　　　　　　　　　　O．1－10　　　　　0．03　　　　　0．1　　　　0．9999
★MDL：S／N＝3
杜MQL：S／N＞10，　precision　and　accuracy＜20％
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Table　4　　Recovery　rates　of　Qc　samples　during　routine　analysis
LQC　　　　　　HQC　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　LQC　　　　　　HQC
Phe　　　　　　　　　　10μM　　　　　100μM　　　　　　　　　　　　　　m－Tyr　　　　　　　　　O．1μM　　　　　　1μM
Recovery（％）　　　　　　　99．9　　　　　　　95．7　　　　　　　　　　　　　　　　Recovely（％）　　　　　　　93．9　　　　　　　96．2
1ntra－day（％RSD）　　　　　3．1　　　　　　　　1．O　　　　　　　　　　　　　　　　lntra－day（％RSD）　　　　　60　　　　　　　　2．3
1nter－day（％RSD）　　　　　2．1　　　　　　　　4．4　　　　　　　　　　　　　　　　　1nter－day（％RSD）　　　　　2．1　　　　　　　　3．0
4－NP　　　　　　　　　O．1μM　　　　　　1μM　　　　　　　　　　　　　　o－Tyr　　　　　　　　　　1μM　　　　　10μM
Recovery（％）　　　　　　110．5　　　　　　107．9　　　　　　　　　　　　　　　　　Reoovery（％）　　　　　　101．9　　　　　　　98．5
1ntra－day（％RSD）　　　　　8．8　　　　　　　　9．3　　　　　　　　　　　　　　　　1ntra－day（％RSD）　　　　　7．3　　　　　　　　2．4
1nter－day（％RSD）　　　　　8．1　　　　　　　10．3　　　　　　　　　　　　　　　　hter－day（％RSD）　　　　　3．9　　　　　　　　4．3
ρ一Tyr　　　　　　　　　10μM　　　　　100μM　　　　　　　　　　　　　　3－NT　　　　　　　　　O．1μM　　　　　　1μM
Recovery（％）　　　　　　101．1　　　　　　101．4　　　　　　　　　　　　　　　　Recovery（％）　　　　　　　99．7　　　　　　　95．2
1ntra－day（％RSD）　　　　　8．7　　　　　　　　25　　　　　　　　　　　　　　　　　1ntra－day（％RSD）　　　　10．2　　　　　　　　2．8
1nter－day（％RSD）　　　　　3．9　　　　　　　　6．6　　　　　　　　　　　　　　　　1nter－day（％RSD）　　　　　6．0　　　　　　　　3．0
LQC：low　quality　control
HQCI　high　quality　control
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第1－4－5項　　活性酸素種および活性窒素種がチロシン類縁化合物の酸化および窒素化に
　　　　　　与える影響
　ROSおよびRNSがρ一TyrおよびPheの酸化およびニトロ化に及ぼす影響を調べるために、
ヒト血清との反応を試みた。ROSとして反応性の高い゜OHはフェントン反応によって発生
させ、RNSはペルオキシナイトライト溶液を用い、それぞれ血清と反応させた。その結果、
血清からはρ一TyrとPheのみが検出されたが、’OHと反応させることによって、　o－Tyrおよ
びm－Tyrの生成が確認された。また、ペルオキシナイトライトによって、4－NPおよび3－NT
の生成が確認され（Figure　lO）、ペルオキシナイトライトの濃度に依存して、4－NPおよび
3－NTの生成量が増加していた。しかし、4－NPと比較して3－NTは高い濃度で検出されたこ
とから、RNSのマーカーとして、3－NTの方が有用であると推察された（Figure　11）。
24
　〉
∈
）
　〉
ε
）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　90
　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　1｛A）UV
　　　　　　　　　　　　　（a）　　i　　　　i
20
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　60
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　s
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　毛
10　　　　　…　　…（・）　　30
　0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0
　　　0　　　　　10　　　　　20　　　　　30　　　　　40（min）　　0　　　　　10　　　　　20　　　　　30　　　　　40（min）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　90
20
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　60
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ε
10　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　30
0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0
　　0　　　　　10　　　　　20　　　　　30　　　　　40（min）　　0　　　　　10　　　　　20　　　　　30　　　　　40（min）
　　20
　〉
∈
）　　10
　　　0
（・） li（B）UV
i ii　　i （c）
i　　　　l
i　　　　li …　　1
1
l　　　　　　　l
i（A）FLi
1　　　　　　　：
l　　　　　　　l
l　　　　　　　l
l　　　　　　　l
（c）
l　　　　　　　l
l　　　　　　　l
l　　　　　　　l
l　　　　　　　l
l　　　　　　　l
l　　　　　　　l
：　　　　　　　1
：　　　　　　　1
l　　　　　　　l
，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　‘
l　　　　　　　l
i（B）FLi
i　　i （c）
i倒｝働
1
1 1　　　　　　　‘
　　　　　　　　i　　　　　i　　　　　i（C）UV　　　　　　40　　　　　　　　　　　　　i　　　　　i（C）FL
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（30
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ξ2・
　　　　　　　　｛a）　i　　l　　　　lo　　　　　　　㈹
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　i　　　i　｛c）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o　　　｛b）　　l　　　l
O　　　　　10　　　　　20　　　　　30　　　　　40（min）　　0　　　　　10　　　　　20　　　　　30　　　　　40（min）
Figure　l　O　Chromatograms　of（A）blank　serum　sample，（B）serum　hydroxylated　with’OH　by
　　　　　　　　　　Fenton　reaction　and（C）serum　nitrated　with　peroxynitrite（ONOO－）
　　　　　　　　　　Chromatographic　separation　was　achieved　using　a　CAPCELL　PAK　C　18MGII（150×
　　　　　　　　　　2．O　Inm，3μm）and　gradient　mobile　phase　consisting　of　20　mM　sodium　phosphate
　　　　　　　　　　buffbr　（pH　3．0）（solvent　A）and　acetonitrile（solvent　B）．　A　gradient　program　was
　　　　　　　　　　used　according　to　the　following　prof至le：0－5　min，20－30％B；and　5－40　min，30％B．
　　　　　　　　　　（a）　Phenylalanine，　（b）　4－nitrophenylalanine，　（c）　．ρ一tyrosine，　（d）　m－tyrosine，　（e）
　　　　　　　　　　o－tyrosine　and（f）3－nitrotyrosine．
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Figure　l　l　Hydroxylated　phenylalanine　and　nitrated　tyrosine　fbrmation　in　human　serum　treated
　　　　　　　　with（A）hydrogen　peroxide　or（B）peroxynitrite（ONOO－）
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第1－5節　　カラムスイッチングー親水性相互作用クロマトグラフィー／質量分析法による
　　　　　　生体試料中のチオール化合物分析法の構築
　生体中にはGSHなど抗酸化物質が多く存在している36’37）。　GSHはROSおよびRNSと
反応することで、GSSGへと変化する38・39）。そのため、還元型および酸化型チオール化合
物を測定することは、酸化および窒素化ストレスの評価が可能であると考えられる。しか
し、GSHを始め、さまざまなチオール化合物は高極1生であるため、　RPCによる分離および
生体試料の前処理が困難である。
　本研究では、生体内チオール化合物（GsH、　GssG、システイン：cys、シスチン：cysss、
ホモシステイン：Hcyおよびホモシスチン：HcySS）を測定対象物質として選定し（Figure
12）、高極性物質の保持が可能な親水性相互作用クロマトグラフィー（hydrophilic　interaction
chromatography：HILIC）を用いた真度・精度の高い分析法を検討した。
Y酬・・m・。y。・。・ne　　H．m．。y。，、．e
　　　　　N吃　　　　　　　（Hcy）　　　　　一一ニー：一：一一一→卜　　　（HcySS）
　　　　＝▲．轍e…弐〈～＞Y一
　　　　　　　　γ・G｛utamyl　cysteine
　　　　　＝r…　　＿二　．‖せ‖一一
　　　　　　　Gl・t・thi。。e（GSH）一一di・・lfid・　　　　1
…
　　　　N他　　　　　　　　o
Figure　12　Metabolic　pathway　and　chemical　structures　ofreduced　and　oxidized　thiol　c　ompounds
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第1－5－1項　　自動酸化を防ぐための誘導体化試薬の検討
　測定対象物質である還元型チオール化合物は、チオール基を有しており、溶存酸素や金
属の影響で自動酸化を受ける40）。そのため、チオール基を保護し、酸化型への転換を防ぐ
誘導体化を行う必要があり、従来、GSHを測定するために、さまざまな誘導体化試薬が使
用されてきた4143）。
　それらの中で、MSで高感度な測定を可能にするための誘導体化試薬が開発されている
4446）。この誘導体化試薬は、測定対象物質の極性を下げ、イオン化部においてクーロン爆
発を起こさせ易くすることでイオン化効率が促進し、高感度測定を達成させることができ
る47・48）。
　そこで本研究においても、還元型チオール化合物の保護と、MSでのイオン化の促進を
目的に、マレイミド骨格を有する誘導体化試薬を比較検討した。その結果、今回検討した
全ての誘導体化試薬は還元型チオールの保護ができることが明らかとなった。その中でも、
A仁Ethylmaleimide（NEM）、1V－Cyclohexylmaleimide（NCycloM）および凡Benzylmaleimide
（NBenzM）を用いた際に誘導体化の反応速度が大きく、MSでのイオン化の促進が認めら
れた（Table　5）。
Table　5　　Comparison　ofmaleimide　derivatization　reagents　for　reduced　glutathione
Derivatization　reagent　　　　　　　　　Rebtive　Reaction　rate
　　　　　　　　　　　　intensity　（250C；M←1s“1）
Malemide　　　　　　　　　　　　　　　　11．3　　　　　0．144
〈占Methylmaleimide　　　　　　　　　　　16．1　　　　0．405
～・Ethylmaleimide　　　　　　　　　　　　17．6　　　　　0．466
～－Propylmaleimide　　　　　　　　　　　18．1　　　　　0．180
〈付e悟Butylmaleimide　　　　　　　　　　18．7　　　　　0．070
〈占Phenylmaleimide　　　　　　　　　　　16．4　　　　　0．248
∧占Cycbhexylmaleimide　　　　　　　　　18．8　　　　　0．460
～－Benzylmaleimide　　　　　　　　　　　17．9　　　　　0．492
～一（（トChlorophenyl）maleimide　　　　　　12．2　　　　0．352
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第1－5－2項　　2段階誘導体化条件の最適化
　還元型チオール化合物はチオール基を有していることから誘導体化を行うことが可能で
ある。しかし、酸化型チオール化合物は、チオール基がジスルフィド結合しているため、
誘導体化を行うことができない。従来、還元型および酸化型チオール化合物をそれぞれ定
量するためには、先ず還元型チオール化合物のみを誘導体化して測定を行う。その後、同
一試料を化学的に還元させてから誘導体化を行い、全還元型チオール量として測定する。
全還元型チオール量から還元型チオール量を差し引くことで、酸化型チオール量を決定し
ていた。この方法は、前処理操作が煩雑であるうえ、同一試料について測定を2度行う必
要があるため、1試料あたりの分析時間が長くなる。そこで本研究では、1つの試料に対し
て2種類の誘導体化試薬を用いて連続的に2段階で誘導体化を行い、還元型および酸化型
チオール化合物を同時に測定できる方法の構築を試みた。
　第1－5－1項で選定した誘導体化試薬の最適な反応条件を検討するために、添加する誘導
体化試薬の濃度を検討した。Figure　13（A）に示す通り、NBenzMを10mMに設定した場合、
GSH、　CysおよびHcyは全て反応した。次に、酸化型を還元型に転換させるための還元剤
の濃度を検討したところ、ジチオトレイトール（DTT）を25　mM添加することで、酸化型
を還元型に戻すことができた。最後に、還元されたチオール化合物を誘導体化するために
必要な誘導体化試薬の濃度を検討した結果、NCycloMが50　mM必要であることが分かっ
た。これらの結果から、NBenzM、DTTおよびNCycloMの最適添加濃度をそれぞれ10mM、
25mMおよび50　mMと設定した（Figure　13）。
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第1－5－3項　　HILICによる分離条件の検討およびカラムスイッチング法を用いた
　　　　　　試料前処理操作の自動化
　GSHなどの、チオール化合物は高極性物質であるため、通常のODSカラムを用いたRPC
では十分な保持が得られない。高極性物質の分離を目的に1990年にAlpertによって報告
49）されたHILICは、高極性のシリカゲルを基本とした固定相をポリスクシンイミドなどで
誘導体化し、水やアセトニトリルなどの極性溶媒を移動相とした新しい分離手法である。
このクロマトグラフフィーは高極性物質の保持が可能であり、現在までにさまざまな報告
50－52）がなされている。
　一方、MS測定において、弊害となるのがイオン化抑制である27）。これは、測定対象物
質と爽雑物が同時にイオン化されることによって、エネルギーの分散が起こり、標準品を
測定していたときより、イオン化が阻害され、イオン強度が減少することである。特にイ
オン化抑制が起こり易い爽雑物として塩化ナトリウムやリン脂質などが挙げられる53）。そ
のため、MSで生体試料を測定する場合、試料の前処理方法が重要となってくる。
　本研究においては、前処理の自動化を図るため、カラムスイッチング法を検討した
（Figure　14）。誘導体化されたチオール化合物の保持と爽雑物質の除去を兼ね備えた条件を
検討したところ、Figure　15に示すように、洗浄溶媒量を0．9　mLに設定した場合に、最も
高いシグナル強度が得られた。最適化されたカラムスイッチングーHILIC／MS条件で測定し
たところ、良好なクロマトグラムが得られた（Figure　16）。
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Figure　16　SIM　chromatograms　ofauthentic　compound　treated　with　NBenzM　and　NCycloM
33
第1－5－4項　　分析法バリデーション
　構築した分析法の妥当性を評価するために、試料安定性試験、分析値の真度および精度
を求めた。
　血清に測定対象物質を添加し、室温、4°Cおよび一80°Cで保存し、経時的に測定した。
その結果、全ての保存条件で還元型チオール化合物は減少し、酸化型チオール化合物が増
加することが分かった（Table　6）。これより、採血後、血清を調製する段階で還元型チオー
ル化合物が自動酸化を受けるため濃度が減少し、酸化型チオールが増加することが考えら
れた。しかし、誘導体化を行うことで、測定対象物質の酸化を抑え、安定に測定できるこ
とが示されたことから、本研究では血清を作製する段階で誘導体化を行う方法を検討した。
その結果、マウス血清について試料採取の際に、NBenzMで誘導体化を行うことで、測定
対象物質の自動酸化を抑えることができ、正確な値が得られることが分かった（Table　7）。
　構築した分析法の真度および精度はともに良好な結果が得られ、信頼性が確保された
（Table　8）。更に、　GSHにおいては定量限界が10μMとなり、高感度分析法が構築できた
（Table　9）。
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Table　6　　Stability　ofreduced　and　oxidized　thiols　in　serum　samples　under　various　conditions
　　　　　　　　　　　　＊：f士eeze－thaw　stability　ofextract（three　cycles）．
　　　　　　　　　　　　＊＊：sample　stability　after　derivatization　step．
Sample　stability　　　　　25°C　　　　　　　　　　　　　　　　4°C　　　　　　　－80°C
（mean±SD．，％，η＝6）
Befbre　dehvatization　　15min　　　　　30　min　　　　　　24　h　　　　　　　lwk　　　　　　l　wk★
GSH　　　　　　　　58．2±17．6　　　31．7±　9．9　　　　9．3±　1．6　　　　26．2±　3．6　　　　10．3±　0．7
GSSG　　　　　　　129．1±12．3　　　116．1±11．6　　　121．4±18．1　　　　91．8±　8．0　　　114．6±17．4
Cys　　　　　　　　　　　49．4±11．4　　　　　36．1±　5．8　　　　　21．5±　1．4　　　　　　30．5±　3．2　　　　　22．6±　1．2
CysSS　　　　　　　133．3±17．2　　　119．5±　9．9　　　121．1±13．9　　　　120．4±　4．5　　　134．8士11．8
Hcy　　　　　　　　　　51．6±18．4　　　　3t2±　8．5　　　　10．0±　t2　　　　　26．2±　4．7　　　　14．5±　1．O
HcySS　　　　　　　　137．4±1ア．7　　　　160，8±　8．0　　　　128．9±15．0　　　　　イ81．6土15．9　　　　179．5±20．8
Sample　stability　　　　　250C　　　　　　　4°C
（mean±S．D．，％，η＝6）　　　　　　　　　　　（Autosampler　condition）
AWer　denvatization　　　　　　l　h杜　　　　　　　　　48　h★吹　　　　　　　　120　h儲
GSH　　　　　　　IO1．3±　2．2　　　103．5±2．8　　　　101．9±5．O
GSSG　　　　　　　101．5±　3．2　　　100．9±1．9　　　　91．8±0．8
Cys　　　　　　　　　　　　99．1±　33　　　　　　99．7±2．2　　　　　101」±0．7
CysSS　　　　　　　　973±　25　　　　98，5±28　　　　101．9±4，0
Hcy　　　　　　　　　　96．3±　2．7　　　　　96．8±1．4　　　　100．9±3．6
HcySS　　　　　　　　97．8±10．3　　　　　95．3±9．8　　　　　95．6±8．5
Table　7　　Concentrations　of　reduced　and　oxidized　thiols　in　mouse　serum　with　addition　of
derivatization　reagent　fbr　preparation　of　serum
Ana｛yte　　　　　　　　　　　　Derivatization　step
　　　　　　　　　　　　　　　　　　A廿er★　　　　　　Before杜
GSH　　　　　　　　　　　Trace　　　241．7±糾．9
　　　　　　　　　　　　　　（4．1±　1．2）
GSSG　　　　　　　103．9±23．5　　　43．1±16．7
Cys　　　　　　　　　　　　16．0±　2．9　　　　　407±　6．O
CysSS　　　　　　　　　75．7±11．1　　　　53．8±　7．8
Hcy　　　　　　　　　　　　　　ND．　　　　　　　Trace
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（0．6±　0．2）
HcySS　　　　　　　　　　1，0±　0．5　　　　　1．1±　0．2
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（μM｝
★ Derivatization　reagent　was　added　after　preparing　serum　sample．
★★ Derivatization　reagent　was　added　before　preparing　serum　sample．
N，D．；Not　determined
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Table　8　　1ntra－and　inter－assay　precision　and　accuracy　fbr　serum　samples
Analyte　　　　Added　conc．　　　　　　　　　　　lntra－assay（η＝6）　　　　　　　　　　　　　hter－assay（η＝g）
　　　　　　　　　　　　　　　（μM）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Precision　　　　Accuracy　　　　　　　Precision　　　Accuracy
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（％RSD）　　　　　　　（％）　　　　　　　（％RSD）　　　　　　（％）
GSH　　　　　　　　　30　　　　　　　　　2．8　　　　　　98．8　　　　　　　　　　1．1　　　　　　97．6
　　　　　　　　　　　　　　　50　　　　　　　　　　　　3．2　　　　　　　　97．5　　　　　　　　　　　　　2．4　　　　　　　　96，7
　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　1．6　　　　　　107．5　　　　　　　　　　　　3．9　　　　　　106．6
GSSG　　　　　　　　30　　　　　　　　　2．9　　　　　107．4　　　　　　　　　1．7　　　　　105．5
　　　　　　　　　　　　　　　50　　　　　　　　　　　3．3　　　　　　　90．2　　　　　　　　　　　　4．3　　　　　　　93．0
　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　1．5　　　　　　　90．2　　　　　　　　　　　　4．0　　　　　　　93．2
Cys　　　　　　　　　　　　　30　　　　　　　　　　　　3．9　　　　　　　　99．3　　　　　　　　　　　　　0．4　　　　　　　　99．0
　　　　　　　　　　　　　　　50　　　　　　　　　　　2．0　　　　　　　97．1　　　　　　　　　　　　4．0　　　　　　　94．6
　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　　1．5　　　　　　　1028　　　　　　　　　　　　　3．1　　　　　　　100．3
CysSS　　　　　　　　　30　　　　　　　　　　2．4　　　　　　100．2　　　　　　　　　　　1．0　　　　　　100．2
　　　　　　　　　　　　　　　50　　　　　　　　　　　　2．5　　　　　　　　97．9　　　　　　　　　　　　　3．7　　　　　　　　93．6
　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　　1．5　　　　　　　　99．2　　　　　　　　　　　　　3．3　　　　　　　　96．O
Hcy　　　　　　　　　　　　3　　　　　　　　　　1．6　　　　　　　92．7　　　　　　　　　　　0．7　　　　　　　93．3
　　　　　　　　　　　　　　　　52．687．6　7．592．5
　　　　　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　2．3　　　　　　　　93．7　　　　　　　　　　　　　2．4　　　　　　　　96．4
HcySS　　　　　　　　　　3　　　　　　　　　　1．3　　　　　　109．6　　　　　　　　　　　1．0　　　　　　108．5
　　　　　　　　　　　　　　　　5　　　　　　　　　　　　2．6　　　　　　　　95．1　　　　　　　　　　　　　9．2　　　　　　　101．7
　　　　　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　　3．7　　　　　　　　949　　　　　　　　　　　　　11．4　　　　　　　106．9
Table　g　　　Validation　results　ofreduced　and　oxidized　thiols
Analyte　　　　　Range　　　　LOぽ　　　LLOQ★★　　　　　r　　　　　　　Matrix　effect（％）
　　　　　　　　　　　　　　（μM）　　　　（μM）　　　　（μM）　　　　　　　　　　　　　Low　　　　　　lntermediate　High
GSH　　　　　　　10－500　　　　　0．10　　　　　　10　　　　　0．9998　　　　85．3±3．9　　　66．2±2．7　　　74．8±23
GSSG　　　　　　10－500　　　　　0．05　　　　　　10　　　　　0．9999　　　　89．0±5．6　　　63．8±3．6　　　57．2±19
Cys　　　　　　　　10－500　　　　　　0．10　　　　　　　10　　　　　　0．9999　　　　　76．3±7．3　　　47．3±2．0　　　48．8±2．1
CysSS　　　　　　10－500　　　　　　0．05　　　　　　　10　　　　　　0．9996　　　　　90．8±4．5　　　64．9±2．0　　　64．4±2．7
Hcy　　　　　　　　　　1－50　　　　　　0．10　　　　　　　　1　　　　　　0．9998　　　　　91．0±6．3　　　69．6±3．3　　　84．1±4．4
HcySS　　　　　　　　1－50　　　　　　0、05　　　　　　　　1　　　　　　0．9999　　　　　96．5±5．5　　　65．5±3．2　　　63．1±3．9
★LOD：S／N＝3
杜LLOQ：S／N＞10，　precision　and　accuracy＜20％
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第1－5－5項　　酸化および窒素化ストレス評価への応用
　構築した分析法をマウス血清の分析に適用した結果、Figure　17に示す通り、血清中の他
の爽雑物と良好な相互分離が達成され、各化合物の定量が可能となった。
　酸化ストレス評価のためにリポポリサッカライド（LPS）を投与したマウスの血清に適
用し、血清中サイトカインとチオール化合物の動態解明を行った。LPSを投与1時間後の
血清では炎症性サイトカインの一種であるTNF一α、　IL－6が上昇した。その後、　IL－6および
INF一γの上昇がみられ、炎症が惹起されていることを確認した（Figure　18）。
　同一の血清中チオール化合物濃度においては、LPS投与1時間後にGSHの上昇が認めら
れたが、GSSGおよびCysSSの濃度は減少した（Figure　l9）。炎症性サイトカインは短時間
で消失するのに対し、チオール化合物は長時間、濃度の変化が起こることが明らかとなっ
た。この結果から、iηvjvoにおける酸化および窒素化ストレスを評価するバイオマーカー
として、チオール化合物が有用であることが推察された。
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Figure　17　Typical　chromatograms　of　reduced　and　oxidized　thiols　in　mouse　serum　sample
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Figure　l　8　Proinflammatory　cytokine　levels　in　serum　sampled丘om　LPS－treated　mice
　　　　　　　　　　Serum　was　collected　of　l，4and　24　h　after　LPS　treatment．　Serum　samples　were
　　　　　　　　　　subjected　to　cytokine　measurements　using　ELISA　kits．　Data　represent　means±SD（η
　　　　　　　　　　＝10）・＊and＊＊：statistically　significant（P＜0．05　and　P＜0，01　vs．　control）．
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Figure　19　Levels　ofreduced　and　oxidized　thiols　in　semm　of　LPS－treated　mice
　　　　　　　　　　Serum　was　collected　of　1，4and　24　h　after　LPS　treatment．　Semm　samples　were
　　　　　　　　　　subjected　to　amino　thiol　measurements　using　column－switching　hydrophilic
　　　　　　　　　　interaction　chromatography　coupled　with　mass　spectrometry．　Data　represent　means±
　　　　　　　　　　SD（〃＝10）．＊and＊＊：statistically　signif］cant（、P＜0，05　and．P＜0．01　vs．　control）．
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第1－6節　　小括
　本研究では、生体内の酸化物質と抗酸化物質に着目し、加v’ヵo、∫ηvjvoで酸化および窒
素化ストレス状態の評価が可能な高感度・選択的な生体内バイオマーカーを分析する手法
を検討した。
　ROSの代表物質として’OHについて、　ESRによる検出法を検討した。その結果、　ESR測
定に際し、スピントラッピングとしてPOBNを用いることで、妨害物質の影響を受けるこ
となく、’OHの測定が可能となった。
　更に、ROSがDNAに及ぼす影響を評価するために、高速液体クロマトグラフィー／紫外
吸光光度検出／電気化学検出を用いてDNAの酸化指標である8－OHdGの測定を試みた。そ
の結果、ESR．で得られた結果と8－OHdG生成量の間に良好な相関性が認められた。
　ROSおよびRNSがタンパク質およびアミノ酸へ及ぼす影響を評価するため、高速液体
クロマトグラフィー／蛍光検出による分析法を構築した。各種蛍光誘導体化試薬を検討した
結果、NBD－Fにより誘導体化を行うことによって、全ての測定対象物質が発蛍光性を有す
るようになり、蛍光検出器による高感度・選択的な分析法が可能となった。
　生体内抗酸化物質としては、反応性の高いチオール化合物を測定対象物質として選定し、
カラムスイッチングーHILIC／MSによる血清中チオール化合物分析法を検討した。検出器と
して高感度・選択的な検出ができるMSを使用したことで、生体試料に存在するチオール
化合物を精度よく定量することができた。測定に供する試料量は極少量（25μL）で測定が
可能となり、高感度・高精度な分析法が達成できたことから、マウスの血清からチオール
化合物を定量することが可能となった。
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第2章　　食品中の化学物質の複合反応による活性酸素種および活性窒素種の生成
第2－1節　　序論
　ROSおよびRNSは疾患54’55）、喫煙56）、紫外線57）など特定の外的因子によって産生され
ることが知られている。しかし、一般的な生活環境下において、ROSおよびRNSが産生
されるか否かについては十分に解明されていない。
　近年、野菜、果物など食品中に含有されるフェノール性化合物の抗酸化能が注目されて
おり、健康食品などにフェノール性化合物が幅広く使用されている58）。この理由として、
フェノール性化合物は抗がん作用など、さまざまな生理活性を有することが報告59・60）され
ており、これら化合物を摂取することは体にとってよいものと認識されているからである。
このことを受け、米国のNCI（国立がん研究所）、PBH（農作物健康増進基金）およびCDC
（疾病予防管理センター）は、野菜や果物を1日5種類以上摂取することを目標とする「5
Aday」を提唱している61）。
　食品中にはさまざまな化学物質が含まれており、一度の食事で多種多様の食品や飲料を
摂取することで、これらの化学物質が体内で複合的に反応し、生体に影響を与えると考え
られる。そのため、個別では安全と謳われていた食品中の化学物質でも相互的な複合影響
を解明する必要がある。
　そこで第2章では、生活習慣がROSおよびRNSの生成に関わる要因として、食品中の
化学物質の複合反応に着目し、第1章で構築した方法を用いて」ηv∫〃oにおけるROSおよ
びRNSの産生量について評価した。
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第2－2節　　　フェノール性化合物と金属の併用が活性酸素種生成に及ぼす影響
　ROSは動脈硬化、心疾患、老化や発がんといった種々の疾病に関与していることが明ら
かとなっており、ROSを消去するフェノール性化合物の摂取はこれら疾病の予防につなが
ると考えられている。中でも、茶葉に含まれるカテキン類やコーヒーなどに多く含まれる
クロロゲン酸（ChA）およびカフェイン酸（CaA）に代表されるフェノール性化合物は抗
酸化作用を有することから、摂取することが推奨されている。しかし、フェノール性化合
物と金属が反応することでROSが産生することが報告62－64）されており、フェノール性化
合物の安全性について詳細な研究が要求されている。
　本研究では、食品に含有されるフェノール性化合物（Figure　l）と金属の併用がROSの
産生に及ぼす影響について評価した。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　く　　ニ　む　　　　　　　HHΩ一一㎡〔江・一グぐ．
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Figure　l　　Chemical　structures　of　polyphenol　compounds　in　fbod
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第2－2－1項　　吸光光度法によるAntioxidant作用の評価
　Antioxidant作用の評価は、一般的にラジカルの消去を指標とする。実際、°02噛、’OHの
消去を指標としてAntioxidant作用を評価した報告65）がなされている。その中でも、
2，2－diphenyl－1－picrylhydrazyl（DPPH）を用いた測定は汎用性の高い方法として認知されて
いる。この方法は、比較的安定な有機ラジカルであるDPPHラジカルが抗酸化物質と反応
し消去されると、可視部の吸光度が低下する特徴を利用してAntioxidant作用を直接的に評
価するものである。
　本研究では、Szydlowska－Czerniakらの方法66）を参照に、各種フェノール性化合物のROS
の消去力を、DPPHラジカルを用い、マイクロウェルプレートにて吸光度を測定すること
で評価した。その結果、Figure　2に示すように、キナ酸（QA）を除いたフェノール性化合
物14種類で、DPPHラジカルの消去が認められ、　Antioxidant作用を有することが証明され
た。また、化合物によってDPPHラジカルの消去力に差が生じたため、その化学構造を比
較することで、Antioxidant作用の強さを考察した。フェノール性水酸基がメタ位にあるレ
スベラトロール（Res）やフェノール性水酸基が少ないフェルラ酸（FA）やQAでは消去
力が弱く、逆にオルト位にあるものやピロカテコール骨格を有するものは、消去力が強い
ことが示唆された。またカテキン類でも、カテキンガレート、エピカテキンガレートに代
表されるように、構造内にガレート基を有する化合物はラジカルを補足する能力が高く、
カテコール基（1，2－dihydroxybenzene）よりピロガロール基（benzene－1，2，3－triol）を構造内
に有する方が、抗酸化力が上昇していることが明らかとなった。フェノール性化合物の抗
酸化作用のメカニズムは、発生した’OHなどのラジカルを直接補足することと、溶液内に
微量に存在する金属とキレートを形成して、フェントン反応を阻害する二種類に分類され
る60）。本反応系は、金属の影響が無いものと考えられることから、構造内にガレート基や
ピロガロール基を有する化合物はラジカルを直接補足する能力が高いことが考えられた。
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Figure　2　　Antioxidant　activities　ofphenolic　compounds　as　assessed　by　DPPH　assay
DPPH　concentration　was　l　mM．　Data　points　represent　means±SD（η＝3）．
caA，　caffeic　acid；chA，　chlorogenic　acid；FA，　ferulic　acid；QA，　quinic　acid；
Que，　quercetin；Res，　resveratrol；C，　catechin；CG，　catechin　gallate；
EC，　epicatechin；ECG，　epicatechin　gallate；GC，　galIocatechin；
GCG，　gallocatechin　gallate；EGC，　epigallocatechin；EGCG，　epigallocatechin　gallate．
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第2－2－2項　電子スピン共鳴法によるProoxidant作用の評価
　ROS生成を評価する方法として、現在までにさまざまな方法がある。その中でもESR
を用いた方法はラジカルを直接測定できることから、信頼性の高い方法と考えられる。第
1－2節で構築した方法を用い、Prooxidant作用を測定したところ、フェノール性化合物と銅
の反応はその比率が2：1で反応させた時に’OHの生成量が最も大きくなり、フェノール性
化合物の濃度が増えるに従って、°oHの生成量も減弱した（Figure　3）。また、　FA、　QA、
Resを除いた12種類のフェノール性化合物は2価の銅と反応することで゜OHの発生が認め
られた（Figure　4）。また、ガレート基を有する化合物はProoxidant作用が減少した。
　フェノール性化合物と銅の反応経路を考察するために、各種キレート化合物、抗酸化系
酵素を併用し、Prooxidant作用を測定したところ、’OHの生成が減少した。これらの結果
から、反応系には金属が関与することで、ROSが産生されていることが示唆された（Figure
5）。
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Figure　3　　Representative　ESR　spectra　of　the　interaction　between　CaA（A）or　ChA（B）and
copper
The　reaction　mixture　consisted　of　copper（1　mM），　phenolic　compound，　DMSO（10％）
and　POBN（10　mM）in　phosphate　buffbr（50　mM，　pH　7．4），　and　the　ESR　spectra　were
recorded　after　reacting　fbr　30　min　at　37°C．
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Figure　4　　Prooxidant　activities　in　illteraction　between　phellolic　compounds　and　copper
　　　　　　　　　　The　concentration　of　each　phenolic　compound　was　2　mM，　and　copper　concentration
　　　　　　　　　　was　l　mM．　Data　points　represent　means±SD（η＝6）．＊and＊＊：statistically
　　　　　　　　　　significant　vs．　blank（P＜0．05　and　1）＜0．01　by　ANOVA）．
　　　　　　　　　　caA，　caffbic　acid；chA，　chlorogenic　acid；FA，　ferulic　acid；QA，　quinic　acid；
　　　　　　　　　　Que，　quercetin；Res，　resveratrol；c，　catechin；cG，　catechin　gallate；
　　　　　　　　　　EC，　epicatechin；ECG，　epicatechin　gallate；GC，　gallocatechin；
　　　　　　　　　　GCG，　gallocatechin　gallate；EGC，　epigallocatechin；EGCG　epigallocatechin　gallate．
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Figure　5　　Effect　of　chelator　and　antioxidant　enzyme　on　ROS　generation
The　reaction　mixture　consisted　of　copper（1　mM），　CaA（A）or　ChA（B）（2　mM），
DMSO（10％）and　POBN（10mM）in　phosphate　buf民r（50　mM，　pH　7．4），　and　the　ESR
spectra　were　recorded　a丘er　reacting　fbr　30　min　at　37°C．
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第2－2－3項　　DNA損傷の評価のための8－OHdGの測定
　ROSによる酸化ストレスの増大は核酸の酸化を惹起し、老化や発がんなど各種疾患と関
連することが示唆されている。第1－3節で示した通り、8－OHdGはdGの8位がROSによ
って酸化されて生じる酸化物であり、酸化ストレスの評価として、有用なバイオマーカー
である。
　第2－2－2項でフェノール性化合物と銅が反応することで゜OHの生成が認められたことか
ら、生体への影響を検討するため、DNA酸化の指標である8－OHdGの測定を試みた。その
結果、ESRで得られた結果と同様に、　FA、　QAおよびResを除いたフェノール性化合物と
銅を併用することで、8－OHdG量の増加が認められた（Figure　6）。　ROSはオルト位にフェ
ノール性水酸基が配位している化合物と銅の反応によって生成されることが報告62“64）され
ている。そのため、FA、　QAおよびResはオルト位に水酸基を持たないことからRosが生
成されなかったことが推察された。更に、これらの結果から、ESRを用いた’OHの測定法
は、HPLC／UV／ECDと相補的な方法として利用できることが明らかとなった。
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Figure　6　　Formation　of　8－OHdG　between　with　reaction　various　phellolic　compounds　and　copper
　　　　　　　　　　The　concentration　of　each　phenolic　compound　was　O．2　mM　and　copper　concentration
　　　　　　　　　　was　O．l　mM．　Data　points　represent　means±SD（〃＝6）．＊and＊＊：statistically
　　　　　　　　　　significant　vs．　blank（P＜0．05　and　P＜0．Ol　by　ANOVA）．
　　　　　　　　　　CaA，　caffeic　acid；ChA，　chlorogenic　acid；FA，　fbrulic　acid；QA，　quinic　acid；
　　　　　　　　　　Que，　quercetin；Res，　resveratrol；c，　catechin；CG，　catechin　gallate；
　　　　　　　　　　EC，　epicatechin；ECG，　epicatechin　gallate；GC，　gallocatechin；
GCG，　gallocatechin　gallate；EGC，　epigallocatechin；EGCG，　epigallocatechin　gallate．
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第2－3節　　フェノール性化合物と亜硝酸ナトリウムの併用が活性酸素種および
　　　　　　活性窒素種の生成に及ぼす影響
　ROSは動脈硬化、心疾患や発がんといった種々の疾病に関与していることが明らかとな
っている。一方、ROSを消去する抗酸化物質の摂取はこれら疾病の予防につながると考え
られている。中でも、茶葉に含まれるカテキン類や、コーヒーに多く含まれるChAおよび
CaAなどのフェノール性化合物は抗酸化作用を有する59’60）ことから、近年、予防医学の観
点で注目されている。しかし、フェノール性化合物と金属が反応することでROSが発生す
ることが第2－2節で示されており、抗酸化物質の安全性にっいては更なる研究が要求され
ている。
　他方、食品添加物の発色剤として食肉や魚などに幅広く使用されている亜硝酸ナトリウ
ム（NaNO2）はカテコールと併用することにより、ラットの前胃で発がんを生じることが
知られている67）。更に、NaNO2は胃酸酸性条件下でフェノール性化合物と反応してニトロ
化反応を引き起こすことが考えられる。しかし、新たに生成されたニトロ化合物がROS
およびRNS産生に及ぼす影響については評価されていない。
　本研究では、ChAおよびCaAとNaNO2を併用することにより生成されるニトロ化合物
が、ROSおよびRNSの生成に関与しているかに否かついてiηviτroで検証した。
第2－3－1項　　ニトロ化合物の合成
　フェノール性化合物のニトロ化体の標準品が市販されていないことから標準品を確保
するためにニトロ化合物の合成を試みた。得られた化合物をLC／MSおよびNMRで確認し
たところ、CaAがニトロ化反応を受けて6，7－dihydroxy－1，2－（411）－benzoxazin－4－one
（CaA－NO－1）、2－（3，4－dihydroxyphenyl）－2－oxoethanaloxime（CaA－NO－2）、2－oxy－3－（3，4－
dihydroxyphenyl）．1，2，5－oxadiazole（CaA－NO－3）が生成されたことを確認した（Figure　7）。
また、得られた標準品を用い、LC／UVによる測定を行ったところ、他の爽雑物が認められ
ない良好なクロマトグラムを得ることができた（Figure　8）。
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Figure　7　　Stnlctures　of　ChA，　CaA，　and　their　nitrated　phenolic　compounds
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Figure　8　　UV　chromatograms　and　spectra　of　ChA，　CaA　and　nitrated　phenolic　compounds
Separation　ofthe　analytes　was　accomplished　on　an　XBridge　C　18column（3．5μm，2．1
×150mm；Waters，　Japan）．　Mobile　phase　was　O．1％aqueous　fbrmic　acid　and　O」％
fbrmic　acid　in　acetonitrile（90：10，　v／v）．
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第2－3－2項　　iηWroにおける試薬の安定性評価
　反応液の液性のpHがニトロ化合物の生成に与える影響を調べるために、人工胃液中（0．1
MHCl）および50　mM酢酸緩衝液（pH　4．0）で反応を行った。その結果、反応における溶
媒のpHによって生成する化合物および濃度が変化することが分かった（Figure　9）。
　また、生体内における各々の化合物の安定性試験を行うために、人工胃液およびPBS中
で反応を行い、経時的に測定を行った。その結果、全てのフェノール性化合物は人工胃液
条件下において、安定に存在することが確認された。しかし、中性条件下においては、
CaA－NO－2およびCaA－NO－3の顕著な分解が確認された（Figure　10）。
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Figure　g　　Reaction　between　phenolic　compound　and　sodium　nitrate　under　acidic　condition
　　　　　　　　　　（A）UV　chromatograms　of　the　reaction　between　phenolic　compound　and　sodium
　　　　　　　　　　nitrate．（B）Time　course　of　generated　compounds　under　the　acidic　or　acidulous
condition．
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Figure　10　Sample　stability　of　phenolic　and　nitrated　phenolic　compounds　under　acidic　and
neutral　conditions
＊and＊＊・statistically　significant（P＜005　and　P＜001　vs　O　min）
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第2－3－3項　　吸光光度法によるAntioxidant作用の評価
　DPPHを用いた方法は簡便なAntioxidant作用の分析法であり、現在でも汎用性の高い方
法として使用されている。この方法は、比較的安定な有機ラジカルであるDPPHラジカル
が抗酸化物質と反応して消去されると、可視部の吸光度が低下する特徴を利用するもので、
Antioxidant作用を直接的に評価することができる。本研究では、この吸光光度法を使用し
てフェノール性化合物およびニトロ化されたフェノール性化合物のAntioxidant作用の評
価を試みた。その結果、フェノール性化合物はニトロ化を受けることでAntioxidant作用が
増強する結果が得られた（Figure　l　l）。
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Figure　l　l　Antioxidant　activities　ofphenolic　compounds　as　assessed　by　DPPH　assay
　　　　　DPPH　concentration　was　l　mM．　Data　points　represent　means±SD（η＝6）．
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第2－3－4項　　電子スピン共鳴法および高速液体クロマトグラフィー／紫外吸光光度検出／
　　　　　　　電気化学検出によるProoxidant作用の評価
　Antioxidant作用を有するフェノール性化合物が金属と反応して、ROSが産生されること
を第2－2－2項で示した。そこで、ニトロ化を受けたフェノール性化合物も同様にProoxidant
作用を示す可能性があったため、ESRによる測定を試みた。スピントラッピング剤にPOBN
を用い、フェノール性化合物（CaA、　CaA－NO－1～3、　ChAおよびChA－NO）と銅と反応さ
せたところ、°OHの生成を確認した。また、ニトロ化反応を受けることで’OHの生成量が
減少する結果が得られた（Figure　12A）。
　ESRで検出されたROS生成について生体内でも同様の結果が得られるかを評価するた
めに、DNA酸化の指標である8－OHdGの測定を試みた。その結果、　ESRで得られた結果と
同様に、フェノール性化合物と銅を併用することで、8－OHdG量の増加が認められ、ニト
ロ化反応を受けることで8－OHdG量が減少した（Figure　l2Bおよび12C）。
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Figure　12　Prooxidant　activities　produced　by　the　reaction　between　phenolic　compounds　and
　　　　　　　　　coppe「
　　　　　　　　　Data　represent　means±SD（η＝6）．＊and＊＊：statistically　significant（P＜0．05　and　P
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　　　　　　　　　and　P＜0．Ol　vs．　phenolic　compound　alone）．（A）Representative　ESR　spectra　of　the
　　　　　　　　　interaction　between　ChA，　CaA，　or　nitrated　phenolic　compounds　and　copper（B）ESR．
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第2－3－5項　　Griess法による活性窒素種の測定
ChA、　CaAおよびニトロ化されたフェノール性化合物について、　RNS発生能をGriess法
68’69）によって評価した。その結果、全ての化合物について、人工胃液中ではNO2一の産生が
認められなかった。しかし、中性条件下ではCaA－NO－3について、　NO2一の産生が経時的に
認められた（Figure　l　3）。
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Figure　l3　Concentration　ofNO2－as　assessed　by　Griess　assay
Data　points　represent　means±SDピ＝6）．
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第2－4節　　小括
　本研究において、フェノール性化合物と銅の併用がROSの生成に関与しているかにっい
て’ηvj〃oで検証した。そのために、　ESRを用いたフェノール性化合物と金属の反応を評
価できる新たな’OH測定法の開発を行った。構築した方法を適用したところ、フェノール
性化合物と銅を併用することにより、Prooxidant作用が増強することが明らかとなった。
更に、ESRで得られた結果が生体に与える影響を確認するためにDNA酸化指標である
8－OHdGの測定を試みた。その結果、　ESRと8－OHdGの結果に相関性が認められ、産生し
た゜OHがDNAを酸化させることにより、8－OHdGの値が上昇することが分かった。これら
2つの分析法を相補的に使用することで、信頼性の高いProoxidantの評価ができると考え
られる。
　食品に含まれているChAおよびCaAとNaNO2を併用することにより、胃酸酸性条件下
でニトロ化反応を引き起こす結果が得られた。ニトロ化反応は反応における溶媒のpHと
フェノール性化合物の化学構造によってベンゼン環が直接ニトロ化反応を受ける場合と、
側鎖がニトロ化される場合がある。ベンゼン環がニトロ化反応を受ける場合、電子密度が
大きく変化すると考えられ、°OHに代表されるような反応性が高い分子種はベンゼン環に
結合しAntioxidant作用を有するものと考えられた。
　他方、CaAのように側鎖にニトロ化が起こった場合、不安定な化学構造になることが考
えられ、ROS生成には寄与しないが、　RNSの生成を引き起こす可能性がある。　RNSはROS
と反応することでペルオキシナイトライトなど反応性の高い分子種に変化することが知ら
れている70）。今回、Griess法によって活性が認められたCaA－NO－3については、構造内に
フロキサン骨格を有している。フロキサン骨格はNOのドナーとして使用される構造であ
る71－73）。そのため、CaAとNaNO2を併用して生成されたCaA－NO－3については、　NO2が産
生したものと考えられ、今後、生体影響などを解明する必要があると考えられる。
　本研究の結果から、フェノール性化合物と金属またはNaNO2の併用によってROSおよ
びRNSが発生することを示唆し、食品の複合反応がROSおよびRNSの産生に寄与する一
要因であることを示した。
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第3章　　酸化および窒素化ストレス評価のための唾液中グルタチオンの測定
第3－1節　　序論
　生体中には酸化性物質と還元性物質が存在しており、これらの物質は生体の恒常性維持
のため、一定量のバランスが保たれた状態にある。しかし、酸化および窒素化物質が過剰
な状態となることがあり、この状態を酸化および窒素化ストレスというり。酸化および窒
素化ストレスは、疾病の発症に深く関与しており、生体内の酸化および窒素化ストレス状
態を把握する事は、これらが関与する疾病の診断に有用であると考えられている。生体内
のGSHおよびGSSGは、酸化および窒素化ストレスに対応し、生体の恒常性を維持してい
るとの報告38’39）があり、更に、GSHおよびGSSGの濃度比（GSSG／GSH）を取ることで、
酸化および窒素化ストレスの評価につながると考えられている。そこで、測定対象物質と
してGSHおよびGSSGを選出した。
　従来、主な臨床試料として血液が用いられているが、血液の採取は侵襲的であり、採血
行為に関しては法的な規制がなされている。また、血液にはウイルス性疾患に感染する危
険性があることなどから、簡便なスクリーニング法としては汎用性が低い。
　一方、唾液試料は非侵襲的な採取が可能であり、ヒトに対して肉体的、精神的な負荷を
及ぼさない生体試料であると考えられる74’76）。本研究では、唾液試料を用いて、GSHおよ
びGSSGの同時分析法を構築し、同一人の血液試料と唾液試料における、GSHおよびGSSG
比の相関性を検討することで、唾液中GSHおよびGSSG測定の有用性を評価した。
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第3－2節　　親水性相互作用クロマトグラフィー／質量分析法による唾液中グルタチオン
　　　　　　分析法の構築
第3－2－1項　　分離条件の検討
　測定対象物質であるGSHおよびGSSGは高極性物質であるため、通常のODSカラムを
用いたRPCでは十分な保持が得られない。　RPCにおいて、　GSSGの保持比（陥）を算出し
たところ0．25となり、ODS系カラムにほとんど保持されていないと考えられた。さらに、
移動相の組成を変更してもGSSGの保持時間に大きな変化は認められなかった。そのため、
既報ではGSHに存在するチオール基を誘導体化して極性を下げることで、　RPCによって
測定されている4143）。しかし、GSSGはチオール基がジスルフィド結合しているため、誘
導体化が困難である。
　そこで、GSSGを誘導体化させることなく分離させる方法として、高極性物質の保持が
可能なHILICによる分離を検討した。　HILICを用いた場合、移動相のアセトニトリルの比
率を上げてGSSGをカラムに保持させること（え’＝3．73）が可能となった（Figure　1）。移
動相の最適化を行うために、有機溶媒相としてアセトニトリル、メタノール、アセトンお
よびイソプロパノールを、水系溶媒相としてトリフルオロ酢酸、ギ酸および酢酸溶液をそ
れぞれ検討した。その結果、移動相中の有機溶媒の比率の上昇および極性の低下に伴って
GSSGの保持時間は遅くなる傾向が認められた。水系溶媒相においては、水相に各種有機
酸を添加した場合、イオン化強度に変化が認められた。特に、ギ酸を用いた時にMSの検
出においてイオン化強度が最も大きくなった（Figure　2）。さらに、水系移動相の濃度およ
びpHを検討した結果、緩衝液の濃度は05　mM、　pH　4．0のときに測定対象物質が最大の強
度を示した（Figure　3）。以上の結果から、有機溶媒相はアセトニトリル、水系溶媒相は0．5
mMギ酸緩衝液（pH　4．0）が移動相の組成として最適と判断した。
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Figure　l　Chromatograms　of　GSSG（100μM）as　obtained　by（A）ODS　and（B）HILIC　column
　　　　　　　　　（A）CAPCELL　PAK（150×2．1mm，5μm；SHISEIDO，　Tokyo，　Japan），（B）AtlantisTM
　　　　　　　　　HILIC　silica　column（150×2．1　mm，5μm；Waters，　Tokyo，　Japan）．　The　mobile　phase
　　　　　　　　　of（A）was　O．5　mM　R）rmate　buf飴r（pH　4．0）／acetonitrile（95：5，　v／v）．　The　mobile
　　　　　　　　　phase　of（B）was　O5　mM負）rmate　buffer（pH　4．0）／acetonitrile（10：90，　v／v）．
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第3．2－2項　　還元型グルタチオンの誘導体化
　GSHはHILICカラムを用いることでカラムに保持させることが可能であるが、前処理操
作などで自動酸化を受けGSSGへ変化する恐れがある40）。従来、自動酸化を防ぐ目的で、
チオール基を保護するさまざまな誘導体化方法が報告41“43）されており、本研究でも誘導体
化試薬であるNEM、5，5’一ジチオビスニトロ安息香酸（DTNB）および2，4一ジニトロフルオ
ロベンゼン（DNFB）をそれぞれ比較検討した。その結果、　DNFBでは反応が進まず、誘導
体化後に観測される予定の〃2Z　472が検出されなかったため不適と判断した。　NEMおよび
DTNBは誘導体化が速やかに進行し、分子量関連イオンのピークである〃砺433および〃施
505が観察されたが、第1－1－5項で確認された通り、イオン化の強度が大きいNEMを誘導
体化試薬として採用した（Figure　4）。　GSHとNEMの反応条件を検討した結果、30分以降
で一定のイオン化強度を示したため、反応時間は30分とした。
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Figure　4　Chromatograms　of（A）GSH，（B）GSH－DTNB　and（C）GSH－NEM　as　obtained　by
　　　　　HILIC／MS　method
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第3－2－3項　　MS測定条件の最適化
　MS測定における最適操作条件を検討するために、　GSH－NEMとGSSG標準品を用いて、
MSのイオン化等の測定条件を種々検討した。移動相にアセトニトリル：0．5　mMギ酸緩衝
液（pH　4．0）＝90：10（v／v）混液を用い、大気圧化学イオン化法（atmospheric　pressure　chemical
ionization：APCI）およびエレクトロスプレーイオン化（electrospray　ionization：ESI）の正、
負イオンモードでの測定を比較検討した結果、ESIの正イオンモードで高いイオン強度が
得られた。その際、GSH－NEMおよびGSSGのマススペクトルから［M＋H］＋を分子量関連イ
オンのピークとする〃2Z　433、613のピークが得られた。また、　GSSGにおいてフラグメン
トイオンである〃2ん308［GSH］のピークが観察されたことから、得られたピークがGSSGで
あることを確認した（Figure　5）。〃2433および613をsIM用イオンとして、　Q－array　direct
current（DC）電圧（0～80　V）、Q－array　radio　frequency（RF）電圧（0～150　V）について種々
検討した結果、GSH－NEM、　GSSGともにDC電圧は20　V、　RF電圧は150　Vがイオン化に
おける最適電圧であった（Figure　6）。その他、　CDL電圧、ブロックヒーター温度、　CDL温
度、ネブライザーガスの各条件はそれぞれOV、300°C、300°C、1．5　L／minにおいてGSH－NEM
およびGSSGを最も感度よく検出することができた。この条件でGSH－NEMおよびGSSG
標準品を測定した結果、良好なクロマトグラムが得られた（Figure　7）。
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第3－2－4項　　固相抽出法による試料前処理
　ヒト生体試料中の血液および唾液中には測定対象物質が低濃度で存在するため、爽雑物
質の影響を大きく受けると考えられる。そこで、濃縮・精製を目的とした生体試料の前処
理方法として、Waters社製Oasis⑧HLBおよびMAXを用いた固相抽出法を検討した。Oasis⑧
HLBを用いた場合、負荷の段階でGSSGをカートリッジに保持させることができなかった。
しかし、Oasis⑧MAXを用いた場合、血液および唾液に含まれる他の爽雑物質の除去およ
び目的成分を濃縮することが可能となり、良好なクロマトグラムを得ることができた
（Figure　8）。更に、添加回収試験の結果、低濃度および高濃度において回収率90％以上の
結果を得ることができた（Table　l）。
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Figure　8　Chromatograms　of（A）GSH－NEM，（B）GSSG　and（C）γ一glutamyl－glutamic　acid（100
　　　　　μM）in　human　saliva　samples，　as　obtained　by　HILIC／MS　method
Table　l　　Recovery　test　of　GSH－NEM　and　GSSG　in　human　saliva　samples
　　　　　　　　　　　Spiked　concentration
Analytical　　　　　　　HLB　　　　　　　　　　　　　　　MAX
c・mp°・‘d　　50画　　　25画　　　50岬
　　　　　　Average　R．S．D．　　　Average　　R．S．D．　　Average　　　R．S．D．
Glutathione．NEM　　　　　79．7　　　5．6　　　　　91．5　　　7．5　　　　　92．2　　　　7．2
Glutathbne　disulfide　　　2．7　　　　1．1　　　　　91．6　　　15．0　　　　101．6　　　　41
　　　　　　　　（n＝6）
R．S．D．：relative　standard　deviation
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第3－2－5項　　分析法バリデーション
　構築した分析法の妥当性を評価するために、GSH－NEMおよびGSSG標準品を用いて、
分析能パラメーターとして検出限界（LOD）、定量限界（LOQ）および検量線を求めた。
唾液中のGS｝1－NEMおよびGSSGのLOD（S／N＝3）は0．1μMおよび0．3μMとなり、LOQ
（S／N＞10）は0．5μMおよび1μMとなった。検量線を作成したところ、良好な直線性（r
＞0．99）と再現1生が得られた（Table　2および3）。試料の安定性試験を行ったところ、測定
対象物質は前処理過程で分解することなく、安定に存在することが明らかとなった（Table
4）。また、構築した分析法の再現性を確認するため、日内変動および日間変動を求めたと
ころ、LOQ付近で相対標準偏差（RSD）のばらつきがみられたものの、おおむね15％未満
と良好な結果が得られた（Table　5）。また、爽雑物質によるマトリックス効果を検討するた
めに、水とプール唾液をそれぞれ希釈溶媒としたときの検量線を作成した。その結果、そ
れぞれの検量線の傾き、切片に大きな違いが認められず、同一の検量線を作成することが
できたため、試料前処理の有用性が確認された（Figure　9）。これらの結果から、構築した
分析法の信頼性が検証された。
Table　2　　Analytical　validation　of　HILIC／MS　of　GSH－NEM　and　GSSG
蒜㍑　 ・叫M）・・Q（・叫ε灘：忽　RS；IPA）R3＆IRT｝
Glutathione■NEM　　　　　　　O．1　　　　　　　0．5　　　　0．999（05～100）　　　　　5．06　　　　　　　0㌦4
Glutathione　disulnde　　　　O．3　　　　　　1　　　　0．996（1～100）　　　　　4．58　　　　　0．27
　　　　　　　LOD：S’N＝3
　　　　　　　LOQ：S∫N＞10
R．SD．：relative　standard　deviation
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Table　3　　Accuracy　and　precision　ofcalibration　curve
㌫蒜5　。。nce罐．側）　。蒜蒜㌫）　Accu・acy（％）
Gbtathione・NEM　　　　　　　　　　O　　　　　　　　　　　　　　N．D．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　tO　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1，2　　　　　　　　　　　　　　　　　　1T5．7
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2．5　　　　　　　　　　　　　　　　　　2，6　　　　　　　　　　　　　　　　　106．0
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5、0　　　　　　　　　　　　　　　　　　52　　　　　　　　　　　　　　　　　103．9
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7．5　　　　　　　　　　　　　　　　　　7，9　　　　　　　　　　　　　　　　　105．2
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9，9　　　　　　　　　　　　　　　　　　99．5
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　　　　　　　　　　19．1　　　　　　　　　　　　　　　　　95．5
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50　　　　　　　　　　　　　　　　　　49．7　　　　　　　　　　　　　　　　　99．5
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　　　　　　　　99．1　　　　　　　　　　　　　　　　　99．1
Glutathione　disulfide　　　　　　　　　O　　　　　　　　　　　　　　1．1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．0　　　　　　　　　　　　　　　　　　2．4　　　　　　　　　　　　　　　　　134．5
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2．5　　　　　　　　　　　　　　　　　　3，4　　　　　　　　　　　　　　　　　102．4
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5．0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5，8　　　　　　　　　　　　　　　　　　97．4
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7．5　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8．2　　　　　　　　　　　　　　　　　　97．7
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10．8　　　　　　　　　　　　　　　　　　99．1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　　　　　　　　　21．4　　　　　　　　　　　　　　　　102．6
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50　　　　　　　　　　　　　　　　　　49．2　　　　　　　　　　　　　　　　　96．6
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　　　　　　　　102．6　　　　　　　　　　　　　　　　　102．6
Table　4　　Stability　ofGSH　and　GSSG　during　storage　at　various　conditions
Detected　concentration（mean±S．D．，　n＝6）
A岬ical　　　　A。t．al　　　　　　Days°f　st°「age
、。mp。．。d　Tempe「atu「e　c。．c。．t，ati。。　1　　2　　3　　4　　5　　6
25°C
Glutathione　　　　4。C
一 20。C
50　　　　　　48．4土07　　　52．8±0．9　　　48．1土0．8　　　48．0土1．8　　　47．0土1．8　　　47．3土1．3
100　　　　　96．8±2，2　　　98．2±1．1　　　99．3±0．4　　　95．0土0．6　　　95．0±1．9　　93、4±1．1
50　　　　　51．4±t5　　　52．0±1．2　　　49．6±0．6　　　50．3±1．9　　　48．1±0．8　　47．9±1．1
100　　　　　97．4±2．6　　103．2±2．4　　98．1±0．4　　　97．1土3．4　　　97．9±2」　　　97．6±1．1
50　　　　　　51．8±1」　　　53．0±2．2　　　49．1±0．3　　　50．5±1．2　　　50．1±1．9　　　49、8±1．0
100　　　　　98．5±1，9　　　103．1±1．8　　　98．7±0．6　　　97．5±1．3　　　101．9土1．2　　97．9±1．6
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50　　　　　　49．4±1，3　　　49．2±1．3　　　49．2±1．3　　　49．7±1．2　　　48．3±t3　　　49．3土1．2
　　　　　　　　　　　　250C
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　99．5土20　　　98．2土1．4　　　98．4±1．7　　　98．8土3．4　　　98．2±0．4　　98．5±1．9
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50　　　　　49．4±1，6　　　50．6±1．7　　　50．3±1．5　　　49．5±1．2　　　51．0±1．2　　5σ4±2．3
Glutathione　　　　40C
　disulfide　　　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　97．8±1，3　　102．3±2．4　　100．5±1．5　　97．8±1．3　　101．3±2．3　　100．6土2．5
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50　　　　　　50．5±1．7　　　49．9±1．3　　　49．9±1．4　　　49．4±1．2　　　50．3±1．7　　　51．4±1．4
　　　　　　　　　　　　－20°C
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　103．7±1．8　　98．8±1．7　　　99．7±1．7　　　98．0±1．3　　　103．2±25　　102．4±2．3
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Table　5　　1ntraday　and　interday　precision　and　accuracy　of　quantifying　GSH－NEM　and　GSSG
　　　　　　　　　　　　using　HILIC／MS
Analytical　　　　　　　Actual　　　　Detected　concentration　　　Precision（R．S．D．｝　　Accuracy（R．E．）
compound　　　　concentration　　　（mean±S．D．，　n＝6）　　　　　　｛％｝　　　　　　　　　（％｝
　　　　　　　　　　　　　　　　　lntraday
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↑　　　　　　　　　　　　　0．99土0．12　　　　　　　　　　　　　12．0　　　　　　　　　　　　　－1．21
Glutathione・NEM　　　　　　10　　　　　　　　10．01±0．56　　　　　　　　　5．6　　　　　　　　　　0．08
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　　99，6±6．78　　　　　　　　　　　　　　6．8　　　　　　　　　　　　　．0．44
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　0．98±0．06　　　　　　　　　　　　　6．3　　　　　　　　　　　　　－2．04
Glutathione　disulfide　　　　10　　　　　　　　　10．1±0．33　　　　　　　　　　32　　　　　　　　　　1．02
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　99．1±4．4　　　　　　　　　　　　　4．4　　　　　　　　　　　　司）．89
　　　　　　　　　　　　　　　　　　1nterday
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　1．01±0．17　　　　　　　　　　　　16．4　　　　　　　　　　　　1．26
　Glutathione－NEM　　　　　　10　　　　　　　　10．00土0．24　　　　　　　　　2．4　　　　　　　　　・0．03
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　　99．8±1．1　　　　　　　　　　　　　　1．1　　　　　　　　　　　　　－0．16
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　1．15土0．13　　　　　　　　　　　　11．4　　　　　　　　　　　14．70
Glutathione　disulfide　　　　10　　　　　　　　　9．93±0．35　　　　　　　　　　3．6　　　　　　　　　・0．65
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　　101．8土0．9　　　　　　　　　　　　　　0．9　　　　　　　　　　　　　　1．76
S．D．：standard　deviation
R．SD．：relative　standard　deviation
R．E．：relative　error
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Figure　g　Calibration　curves　of（A）GSH－NEM　and（B）GSSG　in　aqueous　solution　and　saliva
　　　　　　　　　　　　sample　matrix　solution
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第3－3節　　生体試料への応用および血液と唾液の相関性
　構築した分析法を用い、健常者10名の血液および唾液中GSH、　GSSG濃度を定量した
（Figure　10）。その結果、血液においては既報の濃度77’78）と比較してほぼ同様の値が得られ
たことから、本分析法の定量値は妥当であると考えられる。また、唾液試料の有用性を確
認するために、GSSG／GSHを算出し、全血と唾液の相関性をみたところ、有意な相関性（γ
＝ 0．806）が認められた（Figure　11）。従って、唾液中GSHおよびGSSGを測定することは
血液試料に代わり、酸化および窒素化ストレスを評価できる有用なバイオマーカーである
ことが示唆された。
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Figure　10　Concentration　of　GSH　and　GSSG　in　human（A）blood　and（B）saliva　samples
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Figure　l　l　Correlation　with　concentration　in　blood　and　saliva　ofGSH　and　GSSG
第3－4節　　小括
　酸化および窒素化ストレスを評価するためにGSHとGSSGを選定し、被検試料として非
侵襲的で簡便な採取が可能な唾液に注目してGSHおよびGSSGの測定法を構築した。検出
器として高感度・選択的な検出ができるMSを使用することで、生体試料に微量で存在す
るGSHおよびGSSGを定量することができた。また、生体試料の前処理方法として、固相
抽出法を適用したことで、生体試料の共存物質を除去および試料の濃縮を行うことが可能
となり、良好なクロマトグラムを得ることができた。開発した分析法を全血および唾液試
料の分析に適用したところ、全ての検体でGSHとGSSGを高感度且つ高精度に定量するこ
とができた。また、酸化および窒素化ストレスの指標となるGSSG／GSHにおいて血液中と
唾液中の間に有意な相関性がみられた。これらのことから、唾液中GSHおよびGSSGは血
液試料に代わり、酸化および窒素化ストレスを評価できる有用なバイオマーカーであるこ
とが示唆された。
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総括
　本研究では、我々の生活習慣が酸化および窒素化ストレス産生に及ぼす影響を評価する
ために、酸化物質と抗酸化物質に着目し、」ηv加o、仇v∫voで酸化および窒素化ストレス状
態の評価が可能な高感度・選択的な生体内バイオマーカー分析法を検討した。更に、構築
した分析法を」ηv匡ヵoおよび」ηvjvoに適用し、その有用性を評価した。
　第1章では、酸化および窒素化ストレス状態を評価するためのバイオマーカー分析法の
開発のために、酸化物質であるROSの代表物質として゜OHにっいて、ESRによる検出法を
検討した。更に、ROSがDNAに及ぼす影響を評価するために、高速液体クロマトグラフ
ィー／紫外吸光光度検出／電気化学検出を用いてDNA酸化指標である8－OHdGの測定を試み
た。次に、ROSおよびRNSがタンパク質およびアミノ酸へ及ぼす影響を評価するため、
ROSと生体内のPheが反応して生じるo－Tyrおよび〃2－Tyr、RNSと生体内のρ一Tyrが反応し
て生じる3－NTの同時分析法の構築を行った。生体内抗酸化物質として反応性の高いチオ
ール化合物（GsH、　GssG、　Cys、　cysss、　HcyおよびHcySS）を測定対象物質に選定し、
カラムスイッチングーHILIC／MSによる血清中チオール化合物分析法を構築した。構築した
分析法によって、仇v加o、∫ηvjvoで酸化および窒素化ストレス状態の評価が可能であるこ
とを示した。
　第2章では、食品の複合反応がROSおよびRNS生成に与える影響を評価するために、
第1章で構築した方法を用いて」ηvj〃oでROSおよびRNSを評価した。その結果、フェノ
ール性化合物と銅を併用することにより、ROSの産生が認められ、　DNA酸化指標である
8－OHdGの量が増加した。更に、フェノール性化合物の一つであるChAおよびCaAと発色
剤として使用されているNaNO2を併用することで、一部のニトロ化合物はゴηvj’γoでNO2
を産生することが確認され、ROSおよびRNSの生成に関与していることが明らかとなっ
た。
　第3章では、第1章で有用性が確認されたGSHおよびGSSGについて、非侵襲的に採取
が可能な唾液試料に着目し、その有用性について検討した。その結果、本分析法によって、
全ての検体からGSHとGSSGを高感度、選択的に定量することが可能となり、唾液試料は
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血液試料に代わる生体試料として適用可能であることが示唆された。
　本研究では、ROSおよびRNSがDNA、タンパク質および抗酸化物質（チオール化合物）
と反応した場合に変動が認められるバイオマーカーを検討し、その分析法を構築した。更
に、このバイオマーカーの測定をヒト生体試料への適用を考え、血液に代わる非侵襲的な
採取が可能な唾液試料が有用であることを示した。本研究の成果は、ROSおよびRNSが
生体に及ぼす影響を調べる上でその一助になるものと期待される。
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実験の部
第1章
Ll．　試薬および試料
　5，5’－Dimethyl－1－pyrroline－N－oxide（DMPO）およびα一（4－pyridyl－1－oxide）－1V一τ♂－butylnitrone
（POBN）はLabotech社製（Tokyo，　Japan）を用いた。
　Dimethyl　sulfoxide（DMSO）、過酸化水素水（30％）、　nuclease　P　1、　sodium　iodide、　reduced
glutathione　（GSH）、glutathione　disulfide（GSSG）、」V－benzylmaleimide（NBenzM）、
N－cyclohexylmaleimide（NCycloM）およびdithiothreitol（DTT）は和光純薬工業株式会社製
（Tokyo，　Japan）を使用した。
　Copper（II）sulfate　pentahydrate、　ammonium　iron（II）sulfate　hexahydrate、　DL－phenylalanine
（Phe）および4－nitro－DL－phenylalanine（4－NP）は関東化学株式会社製（Tokyo，　Japan）を
使用した。
　Ethylenediamine－」V，N，」V’，2V’－tetraacetic　acid，　disodium　　salt　　（　EDTA－2Na　）　、
bathocuproinedisulfbnic　acid，　disodium　salt、　peroxynitrite溶液（ONOO’）、3－chlorocarbonyl－6，7－
dimethoxy－1－methyl－2（1．H）－quinoxalinone（DMEQ－cocl）、fluorescein－4－isothiocyanate（FITc－1）
および4－fluoro－7－nitro－2，1，3－benzoxadiazole（NBD－F）は株式会社　同仁化学研究所製
（Kumamoto，　Japan）を用いた。
C・t・1・・e、・up…xid・disln・ta・e（SOD）、d・・xy・ib・nu・1・ic　acid・・dium・alt丘・m・alfthym・・、
phosphatase　alkaline　fTom　bovine　intestinal　mucosa、　deoxyguanosine（dG）、8－hydroxy－2㌧
deoxyguanosine（8－OHdG）、3－nitro－L－tyrosine（3－NT）、DL－homocysteine（Hcy）、DL－homocystine
（HcySS）、　DL－cysteine（Cys）、　DL－cystine（CysSS）およびlipopolysaccharide（E5c舵γic加o
coli，　serotype　O　111：B4）はSigma社製（Tokyo，　Japan）を用いた。
　DL－Tyrosine　（、ρ一Tyr）、　DL－7η一tyrosille　（η2－Tyr）、　DL－o－tyrosine　（o－Tyr）　、
4－（N，2V－dimethylaminosulfbnyl）－7－fluoro－2，1，3－benzoxadiazole　（DBD－F）、　9－fluorenylmethyl
chlorofbrmate（Fmoc－Cl）、2，3－naphthalenedialdehyde（NDA）およびo－phthalaldehyde（OPA）
は東京化成工業株式会社製（Tokyo，　Japan）を使用した。
　　Glutathione（13C2，15Nl）（GSH－13C2，15Nl）はToronto　Research　Chemicals社製（Ontario，
Canada）を使用した。　L－cysteine（13C3，15Nl）（Cys－13C3，15NI）およびDL－homocystine
（3，3，3’，3’，4，4，4’，4’－d8）（HcySS－d8）はCambridge　Isotope　Laboratories社製（Massachusetts，
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USA）を用いた。
　その他、溶媒は和光純薬工業株式会社製（HPLC用）を用いた。超純水は日本ミリポア
製Milli－Qの超純水装置で調製したものを用いた。
1．2．　　動物実験
　実験動物の取り扱いについては「星薬科大学動物実験指針」に基づいて行った。6週齢
のICR雄性マウスを目本チャールズリバー株式会社から購入した。各群6匹ずつ7群に配
し、約1週間の順化飼育を行った。動物の飼育は温度23±1°C、12時間蛍光灯照明（8：00
～20：00）の条件下で行った。
L3．　　測定装置および分析条件
　電子スピンの測定にはJES－REIX（JEOL社製）を使用した。マイクロ波の周波数は9．43
GHzに設定し、磁場を3355±5mTとした。マイクロ波の出力を9mW、周波数変調を100
kHz、時定数を0．03秒、掃引時間を30秒に設定した。　ESRの測定は全て室温で行い、スペ
クトル強度は内部標準物質であるマンガン（Mn2＋）を基準にした。
　dGおよび8－OHdGの測定には高速液体クロマトグラフィー／紫外吸光光度検出／電気化学
検出（HPLC／UV／ECD）を使用した。紫外吸光光度検出器にはSPD－10A（Shimadzu社製）
を用い、電気化学検出器はESA　Coulochem　III（ESA社製）を使用した。分析用ポンプとし
てLC－10ADvp（Shimadzu社製）を用い、分析カラムにはGL　Sciences社製Inertsil　ODS3（150
×4．6mm，3．0μm）を使用した。カラム温度を40°Cに設定し、移動相として10　mMリン
酸二水素一ナトリウム水溶液／メタノール（97：3、v／v）を用いて、流速1．O　mL／minで送
液し、試料は20μLを注入した。UV検出器は290　nmに設定し、　dGを定量した。　ECDは
ガードセルを一350mV、分析セルとしてelectrode　l，150　mVおよびelectrode　2，300　mVに設
定した。
　機器分析によるチロシン類縁化合物の測定には、高速液体クロマトグラフィー／紫外吸光
光度検出／蛍光検出（HPLC／UV／FL）を使用した。分析装置にはSHISEIDO　SI－IIシリーズを
用いた。移動相は20mMリン酸塩緩衝液（pH＝3．0）とアセトニトリルを用い、流速0．2
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mL／minで送液し、グラジェント操作によって分離した。分析カラムにはSHISEIDO社製
CAPCELL　PAK　MGII（150×2．O　mm，3．0μm）を用いた。　UVを210nm、　FLを励起波長470
nmおよび蛍光波長540　nmに設定し、　NBD－Fで誘導体化された対象物質を測定した。
　チオール化合物の測定には液体クロマトグラフィー／質量分析法（LC／MS）を使用し、カ
ラムスイッチング法により前処理操作の自動化を図った。カラムスイッチングのタイムプ
ログラムはTable　lに示す。ポンプにLC－10ADvp、オートサンプラーにSIL－HTc、カラムオ
ーブンにCTO－10Avpを用いた。　LC条件は、前処理カートリッジにWaters社製Oasis　HLB
（20×2．1mm）を用い、分析カラムにMerck社製ZIC－pHILIC（100×2．1　mm，5μm）を使
用した。カラム温度を40°Cに設定し、移動相として10mM酢酸水溶液／10mM酢酸含有
アセトニトリル（30：70、v／v）を用いて、流速0．4　mL／minで送液し、試料は10μLを注入
した。MSの条件として、装置には、　SHIMADZU　LCMS－2010Aを使用した。　MSのイオン
化は、ESIのポジティブモードで測定した。それぞれの化合物のモニタリングイオンはTable
2に示す。その他のMSの条件はインターフェイス電圧4．5　kV、　CDL温度250°C、ブロッ
クヒーター温度200°C、ネブライザーガス1．5L／minとして測定した。また、検量線およ
び実試料の測定には、選択イオンモニタリング（SIM）モードで行った。
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Table　l　　Time　program　ofcolumn－switching　HILIC／MS
Time（min）　　　　　　Event　　　　　Column　position
0．O　　　　　Sample　injection　　　　　　Configuration　A
3．O　　　　　　Valve　change　　　　　Configuration　B
15．O　　　　　Valve　change　　　　　Configuration　B
20．O　　　　　　　　Next　analysis　　　　　　　Configuration　A
Table　2　　MS　parameters　fbr　each　analyte
Analyte　　　　　　　m！乞　　　　DC（V）　　　　RF（V）　　　　CDL（V）
GSH　　　　　　　　495　　　　　　30　　　　　150　　　　　　　　0
GSSG　　　　　　　　487　　　　　　40　　　　　150　　　　　　　25
Cys　　　　　　　　　309　　　　　　　20　　　　　　135　　　　　　　　　0
CssC　　　　　　　　　301　　　　　　　10　　　　　　105　　　　　　　　　0
Hcy　　　　　　　　　　323　　　　　　　20　　　　　　150　　　　　　　　　0
HccH　　　　　　　　　315　　　　　　　10　　　　　　120　　　　　　　　　0
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1．4．　　試料溶液の調製方法
1．4．1．　DMPOとPOBNによる゜OHの相関性
　DMPO－OHおよびPOBN－CH3の相関性を評価するために、°OHはフェントン反応を用い
て、発生させた。過酸化水素水を0～25mMに調製し、それぞれに1mMの塩酸に溶解し
た0．1mM　FeSO4を加えた。発生した゜OHを100　mM　DMPOで捕捉した。同様に、°OHに
DMSOを添加して産生する゜CH3をPOBNを用いて捕捉した。
1．4．2．　LC／UV／ECDによるdGおよび8－OHdG量の測定
　精製水で2mg／mLに調製した仔牛胸腺DNAを250μLにPBS溶液を750μL加えた。37
°C、30分間混和後、ヨウ化ナトリウム溶液でDNAを析出させ、40％イソプロパノール、
70％エタノールでDNAを洗浄した。その後、ヌクレアーゼP1（500　units／mL）とアルカリ
ブォスファターゼ（1000units／mL）によって酵素分解を行い、　DNAを断片化後、試料溶液
とした。LC／UV／ECDによる測定では、　UVでdGを、　ECDで8－OHdGをそれぞれ定量して
8－OHdG／dG比を算出し、　DNAの酸化的損傷の指標とした。
1．4．3．　チロシン類縁化合物測定のためのOasis⑧MCXによる前処理方法
　　　　およびNBD－Fによる誘導体化
　血清試料（500μL）にアセトニトリル（1500μL）を加えて、除タンパク後、遠心分離操
作（10，000g、5min）で、得られた上清を窒素気流下で濃縮操作後、50　mMリン酸塩緩衝
液（pH　5．0）で1．O　mLに定容した。
　その後、Oasis⑧MCXによる固相抽出法に適用した。固相のプレコンディショニングには
メタノール（1mL）および精製水（l　mL）で行った。その後、定容した試料を1．OmL負
荷した。洗浄溶媒にはアセトニトリル（1mL×2）と10mMリン酸塩緩衝液（pH　6．0、　l　mL
×2）を用いた。溶出溶媒には50mMリン酸塩緩衝液（pH　ll．0、　l　mL）を用い、測定対
象物質を固相から溶出させた。得られた溶液をNBD－Fによる誘導体化に供した。
　NBD－Fによる蛍光誘導体化方法は、試料（250μL）に50　mMリン酸塩緩衝液（pH　5．0、
50μL）を添加し、pHを9．0に調整後、アセトニトリルに溶解した10mM　NBD－F（50μL）
を加え、60°C、5分間反応させた。氷冷後、アセトニトリル（100μL）と1MHCI（50μL）
を加えて撹拝後、遠心分離操作（10，000g、5min）を行った。得られた上清をHPLC／UV〃FL
の測定に供した。
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1．4．4．　チオール類縁化合物測定のための誘導体化および試料前処理方法
　血清を作製する段階での自動酸化を防ぐために、NBenzMをシリンジ内に10μL滴下さ
せたテルモシリンジを用い、採血を行った。その後、血液を室温で30分間、放置後、遠心
分離操作（3，000rpm、15min）を行い、血清を作製した。
　血清（25μL）にPBS（100μL）、10mM　NBenzM誘導体化試薬（25μL）およびデフェロ
キサミン含有サロゲート物質（25μL）を加え、37°C、30分間反応させることによって還
元型チオール化合物を誘導体化した。その後、25mM　DTT（25μL）を加え、37°C、30分
間反応させることによって酸化型チオール化合物を還元させた。最後に、50mM　NCycloM
誘導体化試薬（25μL）およびデフェロキサミン含有サロゲート物質（25μL）を再度加え、
37°C、30分間反応させることによって還元させた酸化型チオール化合物を誘導体化した。
全ての反応後、20％スルポサリチル酸（25μL）を加え、除タンパク後、遠心分離操作（10，000
9、5min）を行い、得られた上清を試験溶液としてカラムスイッチングーHILIC／MSの測定
に供した。
1．5．　分析法バリデーション
　本分析法のバリデーションは、FDAで推奨されている「Guidance　fbr　Industry
Bioanalytical　Method　validation　35）」を基に、Quality　control（Qc）試料を作製後、LoD、　LoQ、
試料安定性試験、直線性、真度、精度について評価した。
　LoDおよびLoQは繰り返し5回測定を行い、ベースラインのノイズレベルの3倍をLoD
とし、10倍以上かつ真度および精度のRSDが20％以内になる濃度をLOQと定義した。
　試料安定性試験は、Qc試料を一80°c、4°cおよび25°cで一定期間保存後、それぞれ測
定を行い、安定性を評価した。
L6．　　統計学的処理
　還元型および酸化型チオール化合物の濃度は平均値±SDで表記した。得られた値は一
元配置分散分析によって各群の間の有意差を検定し、その後、Schef飴法によって評価した。
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第2章
2．1．　　試薬および試料
　Caffeic　acid（CaA）、〃αηぷ一4－hydroxy－3－methoxycinnamic　acid（Fenllic　acid、　FA）、　quercetin
dihydrate（Que）、rutin、（一）－epigallocatechin（EGC）、（一）－epicatechin（EC）、gallocatechin（GC）、
亜硝酸ナトリウム（NaNO2）、sulfanilamideおよび1V－（1－naphthyl）ethylenediamineは和光純薬
工業株式会社製（Tokyo，　Japan）を使用した。　Chlorogenic　acid　hydrate（ChA）、　D－（一）－quinic
acid（QA）、resveratrol（Res）および（＋）－catechin（C）は東京化成工業株式会社製（Tokyo，　Japan）
を使用した。（一）－Epigallocatechin　gallate（EGCG）、（一）－epicatechin　gallate（ECG）、
（一）－gallocatechin　gallate（GCG）および（一）－catechin　gallate（CG）はSigma社製（Tokyo，　Japan）
を用いた。
　α一（4－pyridyl－1－oxide）－N一τθ〃－butylnitrone（POBN）はLabotech社製（Tokyo，　Japan）を用い
た。Dimethyl　sulfbxide（DMSO）、hydrogen　peroxide（30％）および1，1－diphenyl－2－picrylhydrazyl
（DPPH）は和光純薬工業株式会社製（Tokyo，　Japan）を使用した。　Copper（II）sulfate
pentahydrateは関東化学株式会社製（Tokyo，　Japan）を用いた。
　Deoxyribonucleic　acid　sodium　salt　ffom　calf　thymus、　phosphatase　alkaline　f士om　bovine
intestinal　mucosa、　deoxyguanosine（dG）および8－hydroxy－21－deoxyguanosine（8－OHdG）は
Sigma社製（Tokyo，　Japan）を用いた。　Nuclease　P　lおよびsodium　iodideは和光純薬工業株
式会社製（Tokyo，　Japan）を使用した。
　その他、溶媒は和光純薬工業株式会社製（HPLC用）を用いた。超純水は日本ミリポア
製Milli－Qの超純水装置で調製したものを用いた。
2．2．　　測定装置および分析条件
　ROSの一種である゜OHの測定およびdGおよび8－OHdGの測定は第1章の方法に準じた。
　Antioxidant作用およびGriess法の測定は、BIO－RAD社製Model　550マイクロプレートリ
ー ダーを用いて測定した。
　ニトロ化を受けたフェノール性化合物の測定は、高速液体クロマトグラフィー／フォトダ
イオードアレイ検出（LC／PDA）を使用した。　PDAにSPD－M　l　OAvp、ポンプにLC－10ADvp、
オートサンプラーにSIL－HTc、カラムオーブンにCTO－10Avpを用いた。分析カラムにWaters
社製XBridge　C　18（150×2．lmm，3．5μm）を使用した。カラム温度を40°Cに設定し、移動
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相として0．1％ギ酸水溶液／0．1％ギ酸含有アセトニトリル（90：10、v／v）を用いて、流速
0．2mL／minで送液し、試料は5μLを注入した。
2．3．　　試料調製方法
2．3．1．　吸光光度法によるAntioxidant作用の測定
　DPPHを用いたAntioxidant作用の測定では、メタノールに溶解した2mMのDPPH溶液
（250μL）、メタノール（200μL）およびメタノールで溶解した各種フェノール性化合物（50
μL）をそれぞれ加え、37°Cで30分間反応させた。反応溶液300μLを測定試料とし、測
定にはマイクロプレートリーダーを用い、波長540nmで吸光度を測定した。ラジカル消
去率（％）は次の式を用いた。
％Antioxidant　activity＝［Ac。ntr。1－Asample］／［Ac。ntr。1－Aasc。，bic　acid］×100
2．3．2．　ESRによるProoxidant作用の評価
　DMSOに溶解した100　mM　POBN（30μL）にPBS溶液（210μL）、メタノールに溶解し
た20mMの各種フェノール性化合物（30μL）、水に溶解した10mM硫酸銅（30μL）を順
に加え、300μLを反応用試料とした。37°Cで60分間インキュベーションした後、ESRで
測定した。また、インキュベーション前後の実験は全て室温で行った。
2．3．3．　HPLC／UV／ECDによるProoxidant作用の評価
　水に溶解した2mg／mL仔牛胸腺DNAを250μL、メタノールで溶解した各種フェノール
性化合物（2mM）50μLと水に溶解した硫酸銅（1　mM）50μL、　PBS溶液650μLの順に
加えた。37°C、30分間混和後、ヨウ化ナトリウム溶液でDNAを析出させ、40％イソプロ
パノール、70％エタノールでDNAを洗浄した。その後、ヌクレアーゼP1（500　units／mL）
とアルカリフォスファターゼ（1000units／mL）によって酵素分解を行い、DNAを断片化後、
試料溶液とした。LC／UV／ECDによる測定では、　UVでdGを、　ECDで8－OHdGをそれぞれ
定量して8－OHdG／dG比を算出し、　DNAの酸化的損傷の指標とした。
2．3．4．　ニトロ化合物の合成
　ChAおよびCaAのニトロ化反応はCotelleおよびNapolitanoの報告79・80）を参考に行った。
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ChAまたはCaA（5mmo1）を0，05　M酢酸緩衝液（pH　4．0、500　mL）に溶解後、　NaNO2（25
mmol）を加え、室温で3時間撹絆させた。その後、反応溶液は酢酸エチルで液液分配（150
mLx3）を行い、有機相を抽出した。硫酸ナトリウムで脱水後、エバボレーターで減圧乾
固させ、得られた粉末をメタノール（2mL）に再溶解した。その後、オープンカラムクロ
マトグラフィーによる試料の精製および分取を行った。溶出溶媒として、トルエン：酢酸
エチル＝80：20（eluent　A）、60：40（eluent　B）および40：60（eluent　C）を用いることで、
それぞれの化合物を単離精製した。得られた化合物は、1H　NMR、13C　NMRおよび
LC－PDA－ESI－MSによって解析を行い、論文値79’80）との比較を行うことで、同定した。それ
ぞれの化合物のIH　NMR、13C　NMRおよびMSのデータを以下に示す。
Nitrochlorogenic　acid（ChA－NO）．　UV：λmax（CH30H）276，339，430　nm．1H　NMR（CD30D）δ
（ppm）：2．12（m，4H），3．74（dd，　J＝10．0，3．2　Hz，1H），4．20（m，1H），5．42（m，1H），6．31（d，　J＝15．6
Hz，田），7．05（s，1H），7．57（s，1H），8．15（d，」＝15．6　Hz，1H）．13C　NMR（CD30D）δ（ppm）：39．5
（CH2），41．3（CH2），73．2（CH），73．3（CH），75．3（C），78．2（CH），113．2（CH），116．0（CH），121．2
（CH），125．6（C），140．7（C），144．0（CH），150．2（C），156．2（C），169．1（C），181．8（C）．　ESI－MS：〃施
398［M－H］’．
2－（3，4－Dihydroxyphenyl）－2－oxoethanaloxime（CaA－NO－1）．　IH　NMR（acetone－d6）δ（ppm）：6．91（d，
1H，　J＝8．8　Hz），7．61（dd，1H，　J＝8．8，2．O　Hz），7．62（d，1H，　J＝2．O　Hz），7．91（s，1H）．13CNMR
（acetone－d6）δ（ppm）：115．2（CH），117．1（CH），124．5（CH），129．2（C），141．7（C），145．3（C），148．7
（CH），187．1（C）．　ESI－MS：吻！乞180［M－H］’．
6，7－Dihydroxy－1，2－（4H）－benzoxazin－4－one（CaA－NO－2）．　IH　NMR（CD30D）δ（ppm）：6．95（s，　l　H），
7．33（s，1H），8．13（s，　IH）．　ESI－MS：〃2Z　178［M－Hr．
2－Oxy－3－（3，4－dihydroxyphenyl）－1，2，5－oxadiazole（CaA－NO－3），　UV：λmax（CH30H）247，316nm．
1H　NMR（CD30D）δ（ppm）：6．89（d，　J＝8．4　Hz，　lH），7．32（dd，　J＝8．4，2．O　Hz，1H），7．54（d，　J＝
2．O　Hz，1H），8．92（s，1H）．13C　NMRδ（ppm）：113．9（CH），115．4（C），　l　l6，2（C），　l　l7．3（CH），120．1
（CH），146．4（CH），147．5（C），149．7（C）．　ESI－MS：η2Z　l93［M－Hr．
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2．3．5．　Griess法によるNO2’生成量の評価
　lmMの試料溶液（500μL）にPBSまたは0．1MHCI（4500μL）を加え、37°Cで反応さ
せた。経時的に試料を回収（150μL）し、Griess試薬（25　mM　sulfanilamideおよび2．5　mM
凡（1－naphthyl）ethylenediamine含有2．5％リン酸溶液）を150μL加え、室温で5分間反応さ
せた。その後、遠心分離操作（10，000g、5min）を行い、上清200μLを測定用試料とした。
測定にはマイクロプレートリーダーを用い、波長540nmで吸光度を測定した。
2．4．　　統計学的処理
　全ての結果は平均値土SDで表記した。得られた値は一元配置分散分析によって各群の
間の有意差を検定し、その後、Dunnett法によって評価した。
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第3章
3」．　　試薬および試料
　Reduced　glutathione（GSH）、glutathione　disulfide（GSSG）、5，5’－dithiobis（2－nitrobenzoic　acid）、
2，4－dinitrofluorobenzeneおよび1V－ethylmaleimide（NEM）は和光純薬工業株式会社製（Tokyo，
Japan）を使用した。唾液採取用キット　サリベット⑧はアシスト社から購入した。
3．2．　　測定装置および分析条件
　液体クロマトグラフィー／質量分析法（LC／MS）の測定にはSHIMADZU　LCMS－2010Aを
使用した。送液ポンプはLC－10ADvp、オートサンプラーにはSIL－10ADvp、カラムオーブ
ンはCTO－10Avpを用いた。分析カラムとして、Waters社製AtlantisTM　HILIC　Silica（150×2．1
mm，5μm）を使用した。カラム温度を40°Cに設定し、移動相としては、アセトニトリル／
0．5mMギ酸緩衝液（pH　4．0）を用いて、90：10（0－1min）～70：30（2－20　min）のグラジ
ェント分析を行った。流量は0．2mL／minで送液し、試料は5μLを注入した。
　MSのイオン化法は、　ESI法を用いた。また、検量線および実試料の測定には、　SIMモー
ドで測定した。GSHはNEMにより誘導体化を行ったGSH－NEMとして評価した。GSH－NEM
およびGSSGのモニタリングイオンは、正イオンモード［M＋H］＋である〃2々433および613
とした。また、内標準物質であるγ一Glu－Gluのモニタリングイオンは、正イオンモード［M＋H］＋
である〃施277とした。その他のMsの条件は、インターフェイス電圧5kv、　Q－array　RF
電圧150v、　Q－array　Dc電圧20　v、　CDL温度300°c、ブロックヒーター温度300°C、ネブ
ライザーガス1．5L／minとして測定した。
3．3．　試料調製方法
　唾液（500μL）または血液（5μL）試料に、500μM内標準物質含有40mM　NEM溶液を
20μL添加し、室温で30分間反応後、pH調整のために、50　mM炭酸アンモニウムで1．O　mL
に定容した溶液をOasis⑧MAXによる固相抽出法に適用した。固相抽出条件は、固相のプ
レコンディショニングにはメタノールおよび精製水で行った。そして、試料を1．OmL負荷
した。次いで、アセトニトリル（1mL）、50　mM炭酸アンモニウム溶液（1mL）および10
mMトリフルオロ酢酸（0．5　mL）で洗浄を行った。最後に、溶出溶媒として10mMトリフ
ルオロ酢酸（1mL×3）で脱離を行い、エバボレータで減圧濃縮した。得られた残渣をア
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セトニトリル：精製水（90：10、v／v）混液で再溶解を行い、　HILIC／MSの分析に供した。
3．4．　　ヒト生体試料
　本研究遂行にあたり、生体試料採取は提供対象者に対する人権擁護上の配慮、研究に対
する利益・不利益等の説明を行い、インフォームドコンセントを得た。また、生体試料の
保存は一80°Cで行い、分析直前に室温で自然解凍した。ボランティアは、男女合わせて10
名であり、年齢は22～24歳の健常人を選んだ。血液、唾液試料の採取は同日に行い、唾液
は食事前にアシスト社製サリベット⑧を用いて採取した。
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